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Résumé

La O-fucosylation est 1’ajout d’un fucose sur un résidu sérine ou thréonine compris
dans deux types de domaines peptidiques, les EGF et les TSR. Cette modification post-
traductionnelle dépend de deux enzymes, Pofutl pour les EGF et Pofut2 pour les TSR. Nous
avons ¢étudié 1’évolution des génes Pofutl et Pofut2, et avons démontré que ces genes présents
en un seul exemplaire, existaient déja chez l'ancétre des Bilatériens voire des Métazoaires,
probablement sous forme morcelée. Une situation originale existe pour Pofut2, retrouvé chez
un groupe de Protozoaires, les Apicomplexés. La structure des deux geénes chez le bovin et
leur expression tissulaire ont été établies. Nous trouvons une situation inédite puisqu'il existe
pour chacun d’entre eux, cinq variants transcriptionnels dont un seul code l'enzyme active,
différemment exprimés selon les tissus bovins. Les enzymes Pofutl et Pofut2 actives seraient
présentes dans tous les tissus analysés, a 1’exception notable des muscles squelettiques de
I'adulte ou des formes atypiques sont présentes. Les autres variants transcriptionnels, la
plupart tronqués, auraient un rdle dans la régulation du taux d'expression des genes. Pofutl est
la premicre fucosyltransférase a avoir ¢été identifiée comme résidente du réticulum
endoplasmique. D'un point de vue fonctionnel, nous avons démontré chez le bovin que cette
glycosyltransférase, porteuse de deux N-glycanes vraisemblablement de type
oligomannosidique, était correctement repliée et donc douée d'une activité enzymatique, a
condition que son premier site de N-glycosylation soit occupé. L’activité des récepteurs Notch
et de leurs ligands présents a la surface de nombreuses cellules est modulée par 1’état de O-
fucosylation de leurs domaines EGF. Etant donné I’implication de ces récepteurs dans la
régulation de la myogenese, la O-fucosylation doit y contribuer tout autant. Ainsi, nous avons
débuté une étude des répercussions d’une modulation de I’expression de Pofutl sur la
différenciation de cellules primaires myoblastiques bovines et de cellules murines de la lignée
C2C12. Nous montrons que la surexpression transitoire de I’enzyme Pofutl murine retarde
I’expression des facteurs de transcription myogéniques de la famille bHLH: Myf5, MyoD,
Myogénine et MRF4. Ces résultats, encore préliminaires, ouvrent de nouvelles et
passionnantes perspectives d’analyse de I’influence des O-fucosyltransférases au cours du
processus de myogenese.

Mots clés : O-fucosylation, organisation génomique, variants transcriptionnels, phylogénie,
activité O-fucosyltransférase, myogenese, bovin






Abstract

O-fucosylation is the addition of a fucose on serine or threonine comprised in two
types of peptidic domains, EGF and TSR. This post-translational modification depends on
two enzymes. Pofutl is responsible for O-fucosylation of EGF repeats, whereas Pofut2 adds
fucose on TSR. We studied the evolution of Pofutl and Pofut2 genes and demonstrated that
these genes, present in a single copy, already existed in the ancestor of Bilaterians, or even
Metazoans, probably in polyexonic form. An original situation exists for Pofut2, recovered in
a group of Protozoans, the Apicomplexa. Structures of the two bovine genes and their tissular
expression have been established. We find an original situation since it exists for each of
them, five transcript variants of which only one encodes the active enzyme, differently
expressed among bovine tissues. The Pofutl and Pofut2 active enzymes would be present in
all analyzed tissues, except for adult skeletal muscles where atypical forms are present. The
other transcript variants, more or less truncated, probably play a role in regulating the
expression level of these genes. Pofutl is the first fucosyltransferase to have been identified as
an endoplasmic reticulum resident. Functionally, we demonstrated for the bovine that this
glycosyltransferase, bearing two N-glycans probably of oligomannosidic type, was correctly
folded and therefore possessed an enzymatic activity, provided its first site of N-glycosylation
is occupied. The activity of the Notch receptors and their ligands, present at the surface of
numerous cells, is modulated by the state of O-fucosylation of their EGF domains.
Considering the implication of these receptors in the regulation of myogenesis, O-
fucosylation must contribute all as much there. Thus, we started a study of the repercussions
of a modulation of Pofutl expression on the differentiation of bovine primary muscular cells
and murine cells of the C2C12 lineage. We show that the transient surexpression of the
murine Pofutl enzyme delays the expression of myogenic transcription factors belonging to
bHLH family: Myf5, MyoD, Myogenine and MRF4. These preliminary results open new and
exciting perspectives of analysing the influence of O-fucosyltransferases during the complex
process of myogenesis.

Key words : O-fucosylation, genomic organisation, transcript variants, phylogeny, O-
fucosyltransferase activity, myogenesis, cattle
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Avant-Propos

La chimie, la biochimie et la biologie des sucres ont connu un essor a la fin du 19°™

siecle, lors de I'¢tude des processus de fermentation du glucose et du sucrose. C'est
1'établissement de la structure du D-glucose en 1891 par Emil Fisher qui marque le début de la

recherche sur les glucides.

Pendant longtemps, les glucides ont été associés a la notion de substances de réserve,
de composés énergétiques ou de structures de soutien. En effet, on croyait que seuls les acides
nucléiques et les protéines portaient des informations biologiques spécifiques. Les
glycoconjugués qui résultent de l'association covalente d'une chaine glucidique nommée
glycane, avec une protéine (glycoprotéine) ou avec un lipide (glycolipide - dont nous ne
ferons pas état dans ce manuscrit) ont suscité un intérét croissant en biologie. Ainsi, aux cours
des décennies, les chercheurs ont mis en évidence, leur importance dans la détermination des
groupes sanguins (Kabat, 1956), leurs roles dans les interactions cellulaires (Roseman, 1970),
leurs implications dans la fécondation (Jego et Boisseau, 1980) et la différenciation

erythrocytaire (Liu et al., 1981), etc.

Les glycoconjugués ont pu accéder deés 1988 au rang qui leur était di, grace a
I’avénement d’une nouvelle discipline scientifique baptisée « Glycobiologie » par
Rademacher, Parekh et Dwek. La Glycobiologie est donc une discipline récente alliant les
fondements de la biochimie et de la biologie moléculaire des glucides. Son but est de décoder
le sens de ce troisiéme alphabet des sucres, qui s'ajoute a celui des protéines et des acides
nucléiques. Ainsi, bien que I’activité biologique des glycoprotéines soit généralement portée
par la partie protéique, les glycanes détiennent des informations supplémentaires permettant
notamment de moduler la fonction biologique des glycoprotéines, déterminer leur durée de

vie, et signaler leur adressage aux différents compartiments cellulaires.
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Si la biosyntheése des acides nucléiques et des protéines repose sur la reproduction
d'une matrice, celle des glycanes dépend du fonctionnement et de la spécificité¢ de tout un
répertoire d'enzymes. Les oligosaccharides sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique
puis modifiés au sein de I’appareil de Golgi sous I’action coordonnée et séquentielle de
diverses glycosyltransférases et glycosidases (Kleene et Berger, 1993). Dans les cellules
animales, de nombreux travaux soulignent I’importance de la régulation spatio-temporelle de
I’expression de ces enzymes dans la définition des épitopes glycaniques. Grace au séquengage
des génomes, nous savons aujourd'hui qu'environ 1% des geénes d'un organisme leur est dédié

(Lowe et Marth, 2003).

En 2002, j’ai commencé ma formation doctorale en rejoignant 1’équipe Glycogénome
de I’Unité de Génétique Moléculaire Animale (UMR-INRA 1061-Universit¢ de Limoges) au
sein de la Facult¢ des Sciences et Techniques de Limoges. Depuis 1995, cette équipe
s’intéresse, entre autres, a la caractérisation des genes bovins de glycosyltransférases
(Oulmouden et al., 1997; Mercier et al., 1999; Barreaud et al., 2000; Javaud et al., 2000;
Loriol et al., 2006), a 1’étude des relations structure-fonction des enzymes codées par ces
genes (Dupuy et al., 1999; Holmes et al., 2000; Dupuy et al., 2004) et a 1’évolution de ces
enzymes dans le régne animal (Wierinckx et al., 1999; Saunier et al., 2001; Dupuy et al.,
2002; Javaud et al., 2003; Loriol et al., 2006; Petit et al., 2006). Désormais, elle se consacre
en grande partie a 1’étude des rbles de ces glycosyltransférases dans des processus
développementaux tels que la myogenese et pathologiques tels que les maladies a prions

(Barret et al., 2005).

Au sein du département de génétique animale de I’'INRA, notre unité porte un intérét
particulier a la recherche des déterminants génétiques conditionnant le développement
musculaire. La compréhension des mécanismes qui régulent la myogenése pourrait s’avérer
primordiale pour une future étude de la variabilité génétique déterminant la masse musculaire
chez les animaux de rente. Ainsi, nous nous intéressons aux roles joués par les
glycocongugués dans les étapes de prolifération et de différenciation de la cellule musculaire.
Au cours du développement embryonnaire des Vertébrés, certaines cellules somitiques vont
se spécialiser en myoblastes puis se différencier en myotubes qui donneront les fibres
musculaires. Cette différenciation est, entre autres, initiée et modulée par les glycoprotéines

portées ou secrétées par les structures tissulaires entourant les somites. Plusieurs données
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bibliographiques récentes soulignent I’importance fonctionnelle des glycoprotéines
(Smalheiser et al., 1998) et des protéoglycanes (Papy-Garcia et al., 2002) dans les processus
myogéniques et la physiologie du muscle squelettique (Cieniewski-Bernard et al., 2005).
Certaines pathologies neuromusculaires humaines sont notamment dues a des mutations dans

des génes codant des glycosyltransférases (De Bernabe ef al., 2003).

Notre équipe a choisi deux stratégies complémentaires, menées en parallele, afin
d’appréhender le role de la glycosylation dans le processus de myogenése. La premicre
stratégie, dite « globale », consiste a étudier 1’expression des principaux geénes de la
glycosylation au cours de la différenciation de cellules musculaires murines de la lignée
C2C12. Cette approche repose sur la mise en place et I'utilisation de la technologie TagMan
Low Density micro-Array, qui autorise I’analyse simultanée par PCR en temps réel, des
niveaux d’expression de plusieurs centaines de geénes de la glycosylation. Cette analyse
permettra de déterminer les principaux genes qui influencent le déroulement du programme
myogénique chez la souris. Il sera ensuite utile de confirmer 1’importance de ces geénes dans
un modele de différenciation de cellules musculaires bovines (myoblastes en culture
primaire). A terme, les génes de la glycosylation jugés cruciaux feront 1’objet d’une recherche
de polymorphismes potentiellement impliqués dans le phénotype d’hypermusculature chez les
bovins. Plus largement, cette étude devrait permettre de révéler les genes de la glycosylation
susceptibles d’expliquer des déréglements physiologiques (musculature plus ou moins
importante) ou pathologiques (atrophie musculaire, myopathie, etc.) affectant la prolifération

et la différenciation de la cellule musculaire.

La seconde stratégie concerne l’é¢tude de genes de la glycosylation qualifiés de
«candidats» d’apres les connaissances décrites dans la littérature. C’est dans ce cadre que
s’inscrivent mes travaux de thése. Ainsi, il est connu que les récepteurs Notch sont des
glycoprotéines impliquées dans I’initiation et la modulation des voies de différenciation
embryonnaire. Leur role est en particulier démontré dans la différenciation in vitro, des
cellules myoblastiques de la lignée murine C2C12. Or, la cascade de signalisation
intracellulaire déclanchée par I’interaction des récepteurs Notch avec leurs ligands dépend de
la présence de O-fucoses et de I’allongement de ceux-ci par d’autres sucres. Plus précisément,
le processus de O-fucosylation que nous avons choisi d’étudier désigne le greffage d’un
fucose sur un résidu sérine ou thréonine appartenant a une séquence peptidique consensus.
L’étude approfondie de ce type de modification post-traductionnelle est relativement récente

(début des années 90) et repose sur les activités de recherche de quelques laboratoires
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internationaux situés aux Etats-Unis, au Japon, en Suisse et en Allemagne. Etant donnée
I’importance avérée des O-fucoses présents sur les récepteurs Notch dans leur activité et
I’implication de ces derniers dans la différenciation des cellules myoblastiques, nous avons
choisi de nous intéresser a la O-fucosylation dans le processus hautement complexe de

myogenese.

Le but de mon projet de thése était de caractériser les génes bovins de O-
fucosyltransférases, de mieux comprendre 1'évolution de celles-ci au sein du monde Animal et
de déterminer les conséquences d’une modulation de I’expression de ces geénes sur la

différenciation de cellules myoblastiques en culture.

Mon travail a débuté par I’identification et la caractérisation fonctionnelle des genes
bovins, Pofutl et Pofut2, codant les enzymes responsables de la O-fucosylation. Leurs
organisations génomiques, leurs expressions spatio-temporelles, aussi bien au niveau
transcriptionnel que traductionnel ont été déterminées. En paralléle, grace a la recherche dans
les bases de données moléculaires et la sélection de séquences Pofut complétes de différents
organismes représentatifs du monde vivant, les structures génomiques de Pofutl et Pofut2
d'un nombre conséquent d'espeéces ont ¢ét¢ déterminées, et une analyse phylogénétique a
permis d’étudier leur évolution dans le régne Animal. L’enzyme Pofutl, protéine soluble
située dans la lumiere du réticulum endoplasmique, est une glycoprotéine porteuse de deux N-
glycanes. Une seconde phase de mon travail a été consacrée a la démonstration de
I’importance fondamentale d'un de ces N-glycane dans I’activit¢ enzymatique de Pofutl.
Lorsque j'ai débuté mon doctorat, le géne Pofut! codant ’enzyme O-fucosyltransférase 1
n’avait été caractérisé que chez I’Homme, la souris et la drosophile, et I’activité de I’enzyme
O-fucosyltransférase 2, codée par le géne Pofut2, n’était pas encore déterminée. Ainsi, non
seulement les résultats de mes travaux ont enrichi le répertoire des espéces pour lesquelles les
O-fucosyltransférases sont désormais connues, permis d'analyser finement la situation chez
Bos taurus mais ils ont aussi mis en évidence des situations originales, spécifiques a cette
espece. Finalement, j'ai pu commencer 1’examen des répercussions d’une surexpression et
d’une sous-expression du géne Pofutl, sur le déroulement du programme myogénique de
cellules myoblastiques bovines en culture primaire et de cellules myoblastiques murines de la
lignée C2C12. Pour ce faire, j'ai di créer et faire usage de nombreux outils nécessaires a
I’¢tude de I’expression et du role des O-fucosyltransférases dans la différenciation de ces

cellules musculaires.



Avant-Propos

La myogeneése est un processus hautement complexe dont toutes les étapes ne sont pas
encore bien comprises. La O-fucosylation, de par les protéines qui en sont la cible, comme
Notch et ses ligands, doit y jouer un role fondamental. Pourtant, cet axe de recherche reste
encore aujourd’hui inexploré. Ainsi, je considére que mon étude des O-fucosyltranférases
ouvre de nouvelles pistes inenvisagées auparavant, riches de découvertes passionnantes qui
permettront d’identifier les mécanismes moléculaires gouvernant la différenciation
myoblastique. Ce projet s’inscrit donc dans une thématique d’avenir, qui j’en suis convaincue,
apportera a la communauté scientifique d’innombrables perspectives de recherche. Le plus

beau reste a faire...






Ce manuscrit s'articule autour de trois chapitres.

Le premier chapitre, a caractere bibliographique, s'organise en trois volets. Tout
d'abord, nous dressons un état des connaissances sur les deux types de glycosylation des
protéines, la N- et la O-glycosylation. Ensuite, une deuxieme partie présente les données
récentes sur les processus de O-fucosylation sur lesquels porte notre étude. Finalement, apres
avoir souligné le lien existant entre la glycosylation et la myogenese, le dernier volet

concerne le développement du muscle squelettique.

Le second chapitre, consacré a la présentation des résultats obtenus au cours de ma

formation doctorale, s’ articule autour de trois parties incluant des publications.

Le dernier chapitre est réservé a la conclusion et aux perspectives envisagées suite a

ce travail.
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Depuis leur synthése par la machinerie ribosomale jusqu’a leur localisation finale, les
protéines peuvent subir de multiples modifications post-traductionnelles dont la glycosylation
qui va nous intéresser tout au long de ce manuscrit. Les glycoprotéines sont constituées d’une
chaine peptidique, sur laquelle sont greffés des sucres sous la forme de monosaccharide voire
de chaine polysaccharidique encore appelée glycane. Plusieurs résidus d’une méme chaine
polypeptidique peuvent étre substitués par des sucres. Les glycoprotéines sont rencontrées
dans différents compartiments cellulaires (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, etc.)
et présentes au niveau de la membrane plasmique, dans la matrice extracellulaire et dans le
plasma sanguin. Elles sont largement répandues chez les Eucaryotes (Protistes, Levures,
Insectes, Plantes, Mammiféres, etc.) et occupent des fonctions variées en tant qu’enzymes,
protéines de structure, de réserve ou de reconnaissance. La mise en ¢évidence de
glycoprotéines chez les Procaryotes (Bactéries et Archées) est assez récente et de nombreuses
structures glycaniques sont maintenant décrites chez des organismes divers incluant de
nombreux pathogeénes tels que Helicobacter pylori (Hooper et Gordon 2001) ou

Porphyromonas gingivalis (Gallagher et al., 2003).

Deux grandes familles de glycoprotéines ont ét¢ définies selon la nature de la liaison
covalente établie entre le glycane et la partie peptidique : les N- et les O-glycoprotéines. Les
protéines N-glycosylées portent un glycane sur 1’atome d’azote de la chailne latérale d’une
asparagine comprise dans un motif consensus de type N-X-S/T (X pouvant étre n’importe
quel résidu autre que la proline). Les protéines O-glycosylées portent un monosaccharide ou
un glycane fixé par I’intermédiaire de I’atome d’oxygene de la chaine latérale d’une sérine ou
d’une thréonine. Ces deux types de glycosylation peuvent se retrouver simultanément sur une
méme protéine. Les récepteurs de la famille Notch qui feront 1’objet d’une description plus

loin dans le manuscrit, portent a la fois des N- et des O-glycanes (Ishikawa et al., 2005).

Dans cet exposé, nous nous intéresserons uniquement a la glycosylation des protéines

chez les Eucaryotes et particulierement a celle rencontrée chez les Animaux.
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1.1 Présentation et fonctions de la N-glycosylation

des protéines

Les N-glycoprotéines représentent la classe la plus abondante de glycoprotéines
(Vijay, 1998). La N-glycosylation des protéines chez les Eucaryotes est un processus
métabolique hautement conservé. En effet, on retrouve des N-glycanes aussi bien chez les
organismes unicellulaires (Levures, Trypanosomes, etc.) que chez les organismes
pluricellulaires (Plantes, Insectes, Mammiferes, etc.) (Spiro, 2002). Pour tous les Eucaryotes,
cette modification post-traductionnelle est indispensable au bon fonctionnement des cellules
(Kukuruzinska et Lennon-Hopkins, 1999), ainsi qu’a la «viabilité» des organismes. Ainsi, un
défaut dans la machinerie de N-glycosylation peut conduire, chez I'Homme par exemple, a un
syndrome de type CDG (Congenital Disorder of Glycosylation) qui peut entrainer des retards
mentaux et développementaux, des problémes gastro-intestinaux ou immunitaires (Freeze et

Aebi, 2005).

1.1.1 Structures et diversité des N-glycanes

En principe, les glycoprotéines sont potentiellement d'une diversité presque illimitée.
L'origine de cette diversité est aussi bien chimique que biologique. La composante protéique
des glycoprotéines varie de par sa taille, sa composition, I'agencement des acides aminés et les
modifications qui pourraient s’opérer sur certains d'entre eux. Quand une protéine est
modifiée par glycosylation, la partie glucidique peut étre de séquence et de longueur variable.
La diversité des glycanes est aussi liée au fait que les monosaccharides peuvent se combiner

entre eux avec des liaisons variables selon I'anomérie (o ou B).

Les N-glycanes sont des oligosaccharides qui possédent tous une structure
pentasaccharidique commune appelée noyau (ou cceur), Man;GlcNAc, (trois résidus de

mannose et de deux résidus de N-acétylglucosamine), un des résidus GlcNAc assurant la
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liaison a la chaine polypeptidique. C'est le développement de techniques comme la H-NMR
(résonance magnétique nucléaire du proton) qui a permis de mettre en évidence les différentes
structures des N-glycanes rencontrés chez les Eucaryotes. Globalement, on peut les classer en
trois grandes catégories en fonction des ramifications s’opérant autour du noyau:
oligomannosidique, complexe et hybride (Fig.1.) (Geisow, 1991). La proportion relative de
ces différents types de glycanes varie en fonction des espéces ainsi qu’en fonction de 1'état
physiologique ou pathologique de la cellule (stress, cancer, etc.), du tissu ou de I’individu. Il a
par exemple été montré que chez le poisson zebre Danio rerio, il n’existe pas de N-glycanes

de type oligomannosidique (Guérardel et al., 2000).

B GleNAc Gal
@ Man Fuc 4 NeuAC
¢u2,3:’6
® © o
al2| all] Jal2 alams LBL3A | BLA pL,34,
® O © — L - o o
al2) all3y, als VBL2 Bl PL2] alldy, palé

Oligomannosidique Complexe Hybride

Figure 1 : Exemples de structure des trois classes principales de N-glycanes présentes chez les

Eucaryotes.
La partie encadrée correspond au cceur pentasaccharidique commun a tous les N-glycanes (d’apreés Kornfeld et
Kornfeld, 1985).

> Les N-glycanes riches en mannose ou oligomannosidiques sont constitués du
noyau, Man3GIcNAc,, additionné de deux a six résidus de mannose. Les levures produisent

typiquement ce type de N-glycanes; il y a jusqu'a 100 résidus mannose portés par le noyau
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pentasaccharidique (Tanner et Lehle, 1987). Cette hypermannosylation peut engendrer une
immunogénicit¢ de la protéine porteuse chez I'Homme. Comparé aux levures, les
champignons filamenteux synthétisent le plus souvent des N-glycanes avec un nombre
relativement faible de résidus mannoses. Aucun oligosaccharide de type complexe contenant
de I’acide sialique, du galactose, du fucose et/ou de la N-acétylgalactosamine n'a été
caractérisé sur les glycoprotéines du groupe des Champignons (Herscovics et Orlean, 1993;

Kukuruzinska et Lennon, 1998).

> Les N-glycanes complexes possedent un noyau dont les 2 résidus de mannose
sont allongés par une N-acétylglucosamine li¢e en B1,2. Les antennes des glycanes complexes
sont ¢laborées a partir de ces résidus sur lesquels peut étre greffé un résidu de galactose en
B1,3 ou B1.,4. Cette structure GIcNAc1,3/4Gal (N-acétyllactosamine) peut, dans certains cas,
étre complexifiée par le greffage d'un fucose sur la GIcNAc en 1,3 (Mammiféres) ou al,4
(Mammiféres et Plantes) et/ou par le greffage d’un acide sialique en a2,3 ou a2,6 sur le
galactose (Kornfeld et Kornfeld, 1985). Parfois, le galactose peut-€tre substitué soit par un
fucose en al,2 (Mammiféres) (Kobata, 1984) soit par un autre galactose en al,3
(Mammifeéres) (Eckhardt et Golstein, 1983). Les N-glycanes complexes ne portent pas
seulement deux ramifications mais peuvent étre tri-, tétra- (Mammiferes, Plantes, Insectes),
voire penta-antennés (Oiseaux, Poissons) (Sakamoto et al., 2000). De plus, un résidu de
fucose peut étre lié¢ en ol,6 (Mammiféres et Insectes) ou al,3 (Plantes et Insectes) sur la
GlcNAc proximale du noyau (Oriol et al., 1999). On peut également trouver un résidu xylose
greffé en B1,2 (Plantes) (Olczak et Watorek, 2000) ou une GIcNAc en 1,4 (Mammiféres et
Insectes) (Oguri et al., 1997) sur le premier mannose du noyau. Quelques exemples illustrant

ces complexifications sont répertori¢s dans la figure 2.
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Figure 2 : Différentes ramifications trouvées sur les N-glycanes complexes.
La partie encadrée correspond au cceur pentasaccharidique commun a tous les N-glycanes sur lequel cing
ramifications sont possibles.

> Les N-glycanes hybrides sont des structures intermédiaires entre les glycanes
oligomannosidiques et complexes. Ils sont constitués de deux antennes saccharidiques de
nature différente. L’antenne issue du résidu mannose li¢ en 1,3 au niveau du noyau est de
type complexe alors que celle portée par le mannose lié en al,6 est de type
oligomannosidique (Chen et al., 1998). Le noyau pentasaccharidique peut, quant a lui, subir

les mémes modifications que les N-glycanes complexes (cf. Fig.2.).

1.1.2 Biosynthese des N-glycanes

La translocation co-traductionnelle des protéines dans la lumiére du réticulum
endoplasmique rugueux (RER) constitue la premiere étape du transport intracellulaire des
protéines N-glycosylées (Roth, 2002). La présence d’une extension N-terminale appelée
peptide signal est nécessaire a la translocation des protéines dans ce systéme dit de sécrétion
(Rapoport et al., 1999). Ce peptide est ensuite clivé par une peptidase aprés synthése de la

protéine dans la lumi¢re du RER. A leur arrivée dans le réticulum, les protéines subissent de
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nombreuses modifications, dont la glycosylation. Une fois leur maturation achevée au sein de
I’appareil de Golgi, les glycoprotéines non résidentes de ce compartiment sont triées puis
prises en charge par des vésicules golgiennes afin d’assurer leur transport vers leurs zones

d’activité (Roth, 2002).

La N-glycosylation débute par la construction d’un oligosaccharide de 14 résidus, de
structure GlcsMangGIcNAc,, sur un transporteur lipidique activé, le dolicholpyrophosphate
(Fig.3.). Les différentes étapes de la biosynthése de cet oligosaccharide sont catalysées par
des glycosyltransférases qui transférent successivement chaque ose constitutif (Fig.3. étapes
I, 2 et 4), dun nucléotide-sucre vers [’accepteur lipidique. La biosynthése de
I’oligosaccharide débute sur la face cytosolique et se poursuit sur la face luminale de la
membrane du RER (Abeijon et Hirschberg, 1992), ceci grace au basculement du
dolicholpyrophosphate par un mécanisme de flip-flop (Vishwakarma et Menon, 2005) (Fig.3.
étape 3). Le glycane est ensuite transféré "en bloc" sur une asparagine spécifique appartenant
au motif N-X-S/T de la chaine polypeptidique en croissance (Fig.3. étape 5) (Pan et Elbein,
1990). Cette réaction est catalysée par un complexe enzymatique membranaire appelé
oligosaccharyltransférase (OST) (Silberstein et Gilmore, 1996). Le dolicholpyrophosphate
libéré est alors recyclé sous 1’action d’une phosphatase aprés un nouveau basculement (Fig.3.

étapes 6 et 7).
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Figure 3 : Voie de biosynthese du précurseur oligosaccharidique des N-glycanes dans le RER.

Les enzymes impliquées dans les différentes étapes sont : 1, B4GIcNAcT; 2, Mannosyl-T1 a IX; 4, a1,3Glc-TI et
II; 5, complexe oligosaccharyltransférase; 6, Flippase; 7, Pyrophosphatase.

Les glycanes ainsi N-liés a la protéine subissent des modifications séquentielles de leur
structure initiale, par I’action de diverses glycosidases et glycosyltransférases, au cours de
leur parcours dans le RER puis dans I’appareil de Golgi (Fig.4.). Cette maturation débute par
I’¢élimination du résidu glucose terminal puis des deux résidus glucose restants. Ces réactions
sont catalysées respectivement par les glucosidases I et II (Kornfeld et Kornfeld, 1985). La
déglucosylation qui aboutit a un glycane de type oligomannosidique, pourrait débuter avant

méme que la traduction de la glycoprotéine naissante ne soit achevée.
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Figure 4 : Maturation des N-glycanes dans le réticulum endoplasmique rugueux et I’appareil de
Golgi.

Les enzymes impliquées dans les différentes étapes sont : 1, complexe oligosaccharyltransférase; 2, glucosidase
I; 3, glucosidase II; 4, a2-mannosidase; 5, mannosidase I; 6, B1,2-N-acétyl-glucosaminyltransférase I; 7,
mannosidase  II; 8, N-acétyl-glucosaminyltransférase 1I et fucosyltransférases; 9, N-acétyl-
glucosaminyltransférase IV; 10, galactosyltransférases; 11, sialyltransférases et fucosyltransférases.

Il est important de noter que les glycanes des protéines résidentes du RER comme la
calréticuline, une protéine chaperonne, subissent peu de modifications et restent de type

oligomannosidique (Pagny et al., 2000). A I'inverse, les glycoprotéines qui sont destinées a
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rejoindre un autre compartiment cellulaire ou a étre sécrétées, transitent par ’appareil de

Golgi ou leurs glycanes sont modifiés en structures plus complexes et variées.

Les N-glycoprotéines non résidentes du RER ou celles qui doivent y revenir par un
mécanisme rétrograde (Mancias et Goldberg, 2005) gagnent alors I’appareil de Golgi par un
transport vésiculaire. Pour cela, elles interagissent avec la protéine membranaire ERGIC 53
qui reconnait les résidus mannoses (Helenius et Aebi, 2001). La maturation des N-glycanes se
poursuit alors au cours du cheminement de la glycoprotéine dans les différents compartiments
de I’appareil de Golgi dans une direction cis-trans (Fig.4.). Leurs structures glycaniques
hautement mannosylées sont élaguées sous 1’action de la mannosidase I, générant différentes
structures de 8 a 5 mannoses. Ces derniers constituent les précurseurs a partir desquels vont
étre €élaborés les N-glycanes complexes et hybrides, sous 1’action de diverses glycosidases et

glycosyltransférases golgiennes.

1.1.3 Roles biologiques des N-glycanes

De multiples fonctions biologiques sont attribuées aux N-glycanes selon la localisation
de la glycoprotéine a laquelle ils sont associés. A ’intérieur de la cellule, les oligosaccharides
favorisent, par exemple, le repliement correct et I’adressage des glycoprotéines qui les portent
(Roth, 2002). Les glycoprotéines qui se trouvent a la surface des cellules sont typiquement ce
que l'on appelle des protéines de communication. Par le biais de leurs glycanes, elles
permettent aux cellules d'interagir avec les différents acteurs de leur environnement : autre
cellule, transporteur, anticorps, récepteur, hormone, enzyme, toxine, bactérie et virus
(Kukuruzinska et Lennon, 1998). Les roles des N-glycanes étant divers et variés, les exemples
cités ci-dessous ne cherchent pas a en faire une liste exhaustive, mais seulement a illustrer

leurs roles principaux.

> Le « controle qualité » du repliement des N-glycoprotéines

Les glycoprotéines nouvellement synthétisées subissent un controle de qualité

permettant de vérifier leur conformation. Si celle-ci n'est pas correcte, s’engage alors un
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processus de dégradation de la protéine alors qu'elle vient juste d’étre synthétisée. Ce
mécanisme qui se déroule dans le RE est appelé ERAD (ER-associated degradation pathway)
(Hampton, 2002; Kostova et Wolf, 2003). Il est réalisé grace aux signaux portés a la fois par
la chaine peptidique et le ou les glycane(s) (Fig.5.). Les segments peptidiques hydrophobes de
la protéine non repliée sont reconnus par une Hsp70 (Heat shock protein 70 KDa) réticulaire,
la chaperonne BiP (Binding Protein) aussi appelée Grp78 (glucose regulated protein—78
KDa). Les glycanes sont, quant a eux, reconnus par des protéines chaperonnes de type lectine.
Parmi celles-ci, la calnexine (CNX) et la calréticuline (CRT) se lient a des glycanes
monoglucosylés produits transitoirement, par des réactions de glucosylation/déglucosylation,
lors du processus de maturation des N-glycanes dans le RER (Hebert et al., 1995). La protéine
ERp57 assure, s’il y a lieu, la formation de ponts disulfures (Oliver et al., 1997). Ces
mécanismes de reconnaissance sont responsables de la rétention transitoire de la

glycoprotéine dans le RER et permettent d’assurer son repliement correct.
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Figure 5 : Repliement d'une protéine glycosylée dans le RER. Cycle de déglucosylation/

reglucosylation.

A son entrée dans le RER, la protéine naissante est prise en charge par Bip puis par CNX et/ou CRT (ERp57
assurant la formation de ponts disulfures) quand deux des résidus glucose ont été enlevés sous l'action des
Glucosidases I et II. Quand le dernier résidu glucose est enlevé par la Glucosidase 11, les complexes se
dissocient. Si la protéine est mal conformée, elle est reglucosylée, puis le cycle recommence. Au bout d'un
certain nombre de cycles, une o2-mannosidase enléve un résidu mannose; si la protéine est toujours
incorrectement repliée, elle est transportée vers le cytoplasme pour sa dégradation. Si sa conformation est
correcte, elle quitte le RER pour I’appareil de Golgi (Lehrman, 2001).
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Les oligosaccharides riches en mannose retrouvés libres dans le cytosol des cellules
attestent du devenir des glycoprotéines nouvellement synthétisées mais mal repliées. En effet,
si une protéine est mal conformée, son ou ses glycanes vont étre clivés par une N-glycanase
qui coupe entre l'asparagine de la chaine polypeptidique et le premier résidu GlcNAc. Ils sont
ensuite clivés par d’autres enzymes dans le cytoplasme de la cellule jusqu’a I’hexa-
saccharide, MansGIlcNAc;. Celui-ci sera ultérieurement dégradé en monosaccharides dans les
lysosomes par des carbohydrases (Cacan et Verbert, 1999). La protéine sera elle-méme

dégradée dans les lysosomes ou par le protéasome.

Les glycoprotéines correctement repliées peuvent alors continuer leur chemin vers
l'appareil de Golgi. Celles possédant des signaux de rétention du RE et notamment une
séquence peptidique C-terminale de type KDEL (ou KKXX, RR) (Monnat et al., 2000) ou
une séquence interne RXR (Scott ef al., 2003) resteront dans le réticulum ou y reviendront
apres un bref passage dans le Cis-Golgi par un mécanisme de transport rétrograde (Pelham,
1996). Nous reviendrons sur le mécanisme de rétention réticulaire dans le second chapitre de

cet exposé.

> Le maintien de la structure des N-glycoprotéines et leur oligomérisation

Les glycanes participent au maintien de la structure de la protéine qui les porte. Ils
permettent 1’adoption d’une conformation biologiquement active, ceci par des liaisons
secondaires de type glycane-glycane et/ou glycane-protéine, mettant en jeu des liaisons
hydrogenes, ioniques ou des interactions hydrophobes. La protéine s’en trouve ainsi stabilisée
et son activit¢ assurée. Par exemple, 1’absence de N-glycosylation de 1’al,3-
fucosyltransférase IV de rat abolit son activit¢é enzymatique (Baboval et al, 2000). En
induisant une conformation spatiale spécifique et de par leur caractére hydrophile, les N-
glycanes interviennent également dans la solubilité et l'oligomérisation de nombreuses

protéines, particulierement dans les milieux aqueux (Lis et Sharon, 1993).

> La protection des N-glycoprotéines vis-a-vis de la protéolyse

Les sites de N-glycosylation sont souvent situés dans des régions en feuillets 3
exposées aux protéases. Les N-glycanes, de par I’encombrement stérique qu’ils occasionnent,
protégent ces régions de la protéolyse (Kundra et Kornfeld, 1999), notamment durant le

transport des glycoprotéines depuis le RER jusqu’a leur destination finale (Wormald et Dwek,
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1999). La glycosylation est par conséquent un facteur influengant la durée de demi-vie des

glycoprotéines.

> L’adressage de certaines N-glycoprotéines

Les N-glycanes participent également a l'adressage et au devenir des protéines
puisqu’ils concourent a leurs localisations intra- ou extra-cellulaires. Par exemple,
lI'implication directe des N-glycanes a été mise en évidence dans le processus d'adressage des
enzymes lysosomales. En effet, il a ¢t¢ démontré que les hydrolases acides destinées aux
lysosomes sont des glycoprotéines dont le résidu mannose terminal est phosphorylé en
position 6 (étiquette Man-6-P). Cette étiquette constitue un signal permettant le transport de la

glycoprotéine de l'appareil de Golgi vers les lysosomes (Dahms et Kornfeld, 1989).

De nombreuses études ont mis en évidence le role des N-glycanes dans les processus
développementaux. A titre d'exemple, les souris KO pour le géne Mgat! qui code la GIcNAc
transférase I (GIcNAc-TI), enzyme impliquée dans la premicre étape de la formation des N-
glycanes complexes, meurent in utero au bout du dixiéme jour suite a des malformations du
tube neural et a un mauvais établissement des axes embryonnaires (Metzler et al., 1994). Des
souris KO pour un des geénes codant une B1,4-N-acétylglucosamine-B-galactosyltransférase
(BGlcNAc-p1-GalT?2) assurant le transfert du galactose sur le résidu GlcNAc terminal des N-
glycanes complexes et hybrides, présentent un important retard de croissance (Asano et al.,

1997).

Un certain nombre de maladies sont associées a des déficiences ou défauts dans le
métabolisme des glycoprotéines (Jacken, 2003; Marquardt et Denecke, 2003). Chez 'Homme,
les CDG (Congenital Disorder of Glycosylation) représentent un groupe de maladies innées
affectant le processus de N-glycosylation (Freeze et Aebi, 2005). Dés la découverte des
premiers déficits enzymatiques, les glycobiologistes ont proposé une classification tenant
compte des grandes étapes de la synthése des différents types de glycanes. Ainsi, si ces
maladies sont la conséquence de mutations au niveau de geénes dont les produits sont
impliqués dans la biosynthése ou le transfert du précurseur oligosaccharidique, on parle de
CDG de type I, et si ce sont des genes dont les produits assurent la maturation des N-

glycoprotéines qui sont touchés, on parle de CDG de type II (Dennis et al., 1999). Pour
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I’instant, 12 CDG de type I et 6 CDG de type II ont été identifiés (Freeze et Aebi, 2005). Bien
que la présentation clinique varie d’un type de CDG a l’autre, une atteinte neurologique
sévere associée a un retard mental et a une hypotonie axiale est présente le plus souvent, a

laquelle peuvent s’associer des atteintes multiviscérales graves (Jaeken et Matthijs, 2001).

A titre d’exemple, la mucolipidose II (I-cell disease) a servi de « déclencheur » car
elle associe un déficit enzymatique a une fonction essentielle de la N-glycosylation,
I’adressage. Dans cette maladie, la majorité des hydrolases sont absentes des lysosomes mais
sont retrouvées dans le milieu extracellulaire. On sait maintenant que cette affection est due a
un déficit en GIcNAc-1-phosphotransférase, normalement présente dans I’appareil de Golgi
(Hickman et Neufeld, 1972). Cette enzyme déclenche la synthése du mannose 6-phosphate
(Man-6-P) des chaines N-glycaniques, reconnu ensuite par son récepteur localis¢ dans
I’appareil de Golgi. Cette lectine adresse alors la N-glycoprotéine portant le Man-6-P vers le
lysosome. Dans le cas de la mucolipidose, I’absence du Man-6-P ne permet plus le transport
des hydrolases vers les lysosomes; elles transitent dans I’appareil de Golgi, puis sont sécrétée
dans le milieu extracellulaire. Les symptomes de cette maladie sont multiples, hypertrophie
gingivale, macroglossie, traits épais, hirsutisme, hernies, peau infiltrée, limitations
articulaires, dysostose multiple, hépatomégalie, opacités cornéennes, surdité, retard
psychomoteur, nanisme. Le LAD II (leukocyte adhesion deficiency) a permis d’illustrer
I’importance des motifs saccharidiques dans I’interaction avec les sélectines. Les patients
atteints de cette affection souffrent d’infections bactériennes récurrentes associées a une
leucocytose périphérique, en relation avec une anomalie d’adhérence des leucocytes circulants
(Anderson, et Springer, 1987). Les cellules de ces patients produisent des N-glycoprotéines a
faible teneur en fucose dii a une mutation sur le géne codant le transporteur de fucose golgien,
ce qui entraine un déficit en antigénes des groupes sanguins du systtme ABO et des
marqueurs tissulaires de type Lewis, ces derniers étant des ligands de sélectines requis dans la

diapédese des leucocytes.
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1.2 Présentation et fonctions des différents types

de O-glycosylation des proteines

Contrairement a la N-glycosylation qui débute par I’assemblage d’un oligosaccharide
dans le RER qui sera ensuite transféré en bloc sur la protéine naissante, la O-glycosylation se
fait par les additions successives de monosaccharides sur un acide aminé hydroxylé d'une
protéine. Elle est initiée dans la lumiére du RER et se poursuit dans les compartiments de
I’appareil de Golgi. Dans une grande majorité des cas, 1’acide aminé impliqué est un résidu
sérine ou thréonine, mais on rencontre également I’hydroxyproline et I’hydroxylysine (dans le
cas du collagéne, Yamauchi et al., 1982) ou la tyrosine (dans le cas de la glycogénine, Kao et

al., 1993). Nous ne ferons pas ici état de ces deux derniers types de O-glycosylation.

Les principaux monosaccharides constituant les O-glycanes sont la N-
acétylgalactosamine, la N-acétylglucosamine, le galactose, le glucose, le xylose, le mannose,
le fucose et I’acide sialique. Alors que pour les N-glycoprotéines, la liaison entre glycane et
squelette peptidique est unique, puisqu’elle lie une asparagine a une GIcNAc, il existe
différents types de liaisons pour les O-glycoprotéines en fonction de la nature du glycane et

de I’acide aminé engagé (Fig.6.).
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Figure 6 : Représentation schématique des principaux monosaccharides O-liés sur des résidus
Sérine et Thréonine.

Les signaux qui déterminent quel acide aminé sera O-glycosylé ne sont pas bien

connus. En effet, le site de O-glycosylation ne fait pas forcément intervenir un acide aminé
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compris dans une séquence peptidique consensus, sauf dans les cas de la O-glucosylation et la

O-fucosylation.

La formation du O-glycane, aprés ajout du premier résidu, se poursuit généralement
par les additions successives d’autres monosaccharides (Brockhausen ef al., 1995). Les
chaines glycaniques ainsi formées peuvent étre ramifiées et relativement courtes (moins de 15
résidus dans le cas des O-glycanes de type mucine) ou non ramifiées et de longueurs variables
(a titre d’exemple, de 1 a 4 résidus pour la O-fucosylation ou la O-mannosylation et jusqu’a

25000 résidus dans le cas des glycosaminoglycanes des protéoglycanes).

A la différence des N-glycanes qui présentent dans leurs structures et leurs rdles
biologiques de nombreux points communs, il est difficile de définir des caractéristiques
communes aux O-glycanes. En effet, les structures O-glycaniques sont extrémement variées
et présentent de nombreuses différences, aussi bien au niveau de leurs synthéses qu’au niveau
de leurs roles biologiques. Dans le domaine de la Glycobiologie, la O-glycosylation est un
théme de recherche relativement récent (fin des années 70) par rapport a I’intérét porté a la N-
glycosylation (début des années 60). Les données disponibles sur les O-glycanes sont donc
beaucoup moins conséquentes. De nombreuses O-glycosyltransférases restent encore a
caractériser aussi bien d’un point de vue génétique que biochimique, et les roles de

nombreuses structures O-glycaniques doivent encore étre déterminés.

Ainsi, cette partie concernant la O-glycosylation est organisée de fagon a souligner
cette diversité. En effet, chaque sous-partie est dédiée a la description d’un type de O-
glycosylation donné et a la présentation de son rdle biologique au travers d’exemples

pertinents.

1.2.1 La O-glycosylation de type GAG

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont de longues chaines non ramifiées d'unités
disaccharidiques répétées, généralement un sucre aminé (N-acétylglucosamine ou N-
acétylgalactosamine) et un acide uronique (glucuronique ou iduronique). Elles sont liées de
facon covalente a une protéine par l'intermédiaire d’un résidu sérine et forment ainsi les
protéoglycanes. Les types de répétition définissent quatre familles principales de
protéoglycanes : les chondroitines sulfates, les dermatanes sulfates, les héparanes sulfates et

les kératanes sulfates. Mises a part quelques chaines de kératane sulfate qui sont liées a la
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protéine par une liaison N-glycosidique, la liaison des GAG aux protéines fait intervenir le
trétrasaccharide : GlcAP1,3Galp1,3Galp1,4Xylp1-O-S (Fig.7.) (Fondeur-Gelinotte et al.,
2006) sur lequel sont ensuite fixés les autres sucres dans l'appareil de Golgi. Les
protéoglycanes sont des constituants majeurs de la membrane plasmique, du glycocalyx et de
la matrice extracellulaire (MEC) (Vidal y Plana, et Karzel, 1980). La partie glucidique peut
représenter jusqu’a 95% de la masse moléculaire d’un protéoglycane, alors qu’elle ne

constitue que 1 a 60% de la masse moléculaire d’une glycoprotéine.

Tétrasaccharide
GAG de liaison
A AL
s N I
o=¢
. @}@) O-CH-C-H S
N-H
n

|

Acide uronique

Sucre N-acétyle

Figure 7 : Représentation schématique d'un protéoglycane.

La taille de la protéine cceur (20 a 200 KDa), le nombre, la longueur et la nature des
chaines glycaniques ajoutées aux modifications que peuvent subir les GAG (N-sulfatation, N-

déacétylation) sont une source de complexité et de combinaison quasi infinie.

Dans la MEC, les protéoglycanes forment un gel hydraté dont la taille des pores et la
densité des charges varient selon la composition moléculaire des GAGs. Ils jouent ainsi un
role dans la viscosité et la résistance aux compressions des tissus (Schonherr et al., 1995). Ils
facilitent la migration des cellules au cours de la morphogenése (Sanes, 2003). Lors des
processus tumoraux, ils sont impliqués dans la modulation des interactions cellulaires (Ma et
Geng, 2000) et dans la formation des plaques amyloides dans les pathologies comme la
maladie d'Alzheimer (Gupta-Bansal et al., 1995). L’ existence d’un tel gel controle la vitesse
de diffusion ainsi que la disponibilité des molécules hydrosolubles (Kolset et Gallagher,
1990). Les protéoglycanes de la MEC peuvent donc interagir avec de nombreux facteurs de

croissance (fibroblast growth factor, wingless, transforming growth factor, etc.) qui initient
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les cascades de signalisation intracellulaire (Haltiwanger et Lowe, 2004). Enfin, leurs
multiples fonctions peuvent étre exploitées a des fins thérapeutiques. Par exemple, 1'héparine
est depuis longtemps utilisée pour son activité anticoagulante (Petitou et al., 1988). De méme,
les chondroitines sulfates sont utilisées pour ralentir voire stopper le développement de

l'arthrose (Leeb et al., 1996).

1.2.2 La O-glycosylation de type mucine

La O-glycosylation de type mucine est initiée par une famille d'enzymes localisées
dans l'appareil de Golgi, les N-acétylgalactosamine:polypeptide N-
acétylgalactosaminyltransférases (ppGaNTases). Elles catalysent le transfert d’un résidu
GalNAc a partir d’un donneur activé, I’'UDP-GalNAc, sur les résidus S ou T de protéines
transmembranaires ou sécrétées. Chez les Mammiféres, 12 membres appartenant a cette
famille de glycosyltransférases ont pour I’heure été identifiés; ce nombre étant sans doute
sous-estimé puisque des recherches in silico montrent qu'il en existerait plus de 24 chez
I'Homme (Ten Hagen ef al, 2003). Le résidu GalNAc peut rester sous la forme de
monosaccharide ou étre allongé par d'autres enzymes (Fig.8.). Un glycane de type mucine

peut en effet contenir jusqu'a 15 sucres.
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Figure 8 : Représentation des quatre principaux noyaux des O-glycanes de type mucine.

Le résidu GalNAc peut-étre allongé par un Galactose en 1,3 (noyau 1) et une GIcNAc en 31,6 (noyau 2), ou
une GlcNAc en B1,3 (noyau 3) et une GlcNAc en B1,6 (noyau 4). Ces ensembles peuvent également é&tre
complexifiés par I’addition de GalNAc, GIcNAc, NeuAc et Fuc (Haltiwanger et Lowe, 2004).
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Les O-glycanes de type mucine se retrouvent majoritairement sur des protéines de
I'épithélium, de I'endothélium vasculaire et a la surface des globules rouges. Ces structures
définissent différents types d'antigéne. Elles peuvent constituer les déterminants des groupes
sanguins (ABO) et tissulaires (Lewis) (Van den Steen et al., 1998). Dans ces deux cas, les
structures glycaniques sont également portées par des lipides, mais nous n'en ferons pas état
ici. Les antigénes Tn présents a la surface de nombreuses cellules cancéreuses sont aussi des

structures glycaniques de type mucine (Kannagi et al., 1989).

Cette modification glycosidique doit son nom a sa présence sur les mucines qui sont
des composants glycoprotéiques majeurs des muqueuses. Leur O-glycosylation contribue a
leur importante viscosité et a leur capacité a intervenir dans les interactions cellule-cellule
(Carraway et Hull, 1991; Strous et Dekker, 1992). Les mucines ont un rdle protecteur contre
les infections (l'expression des geénes de mucines serait induite lors de l'infection par des
micro-organismes (Dohrman et al., 1998)), la déshydratation, les agressions physiques et
chimiques des cellules, tout en permettant une diffusion facilitée des molécules hydrosolubles
(Perez-Vilar et Hill, 1999). Outre leurs rdles protecteurs, chez certains parasites comme
Trypanosoma cruzi, agent de la maladie de Chagas chez I’Homme, les mucines seraient

nécessaires a l'invasion des cellules hotes (Pollevick et al., 2000).

Dans le but d’appréhender le role de la O-glycosylation de type mucine, des
invalidations de genes codant des ppGaNTases ont été effectués chez la souris. La
suppression des genes ppGaNTase-TIV et V (resultats non publiés cités dans Ten Hagen et al.,
2003) ou du gene ppGaNTase-TXIII (Hennet et al., 1995) a mis en évidence des déréglements
de la O-glycosylation dans certains types cellulaires (cellules de Purkinje, lymphocyte B).
Néamoins, les souris KO ne présentent aucun phénotype particulier et sont donc
indiscernables des souris sauvages (Zhang et al., 2003). Ceci serait sans doute di a la
redondance des activités des nombreuses ppGaNTases. Cependant, des études effectuées chez
la drosophile montrent que les O-glycanes de type mucine seraient impliqués dans le
développement embryonnaire. Peu de données sont disponibles a 1’heure actuelle sur ces
structures glycaniques chez cet organisme. Drosophila melanogaster posséde 15 génes codant
des ppGaNTases et la mutation de 1’'un d’entre eux (pgant35A4 ou [(2)35A4) aboutit a I'arrét du
développement post-embryonnaire au stade pupal (Schwientek et al., 2002).
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1.2.3 La O-mannosylation

Avant la mise en évidence de cette modification chez les Mammiferes, il y a moins
d’une trentaine d’années (Finne et al., 1979), on la croyait seulement présente chez la levure
et quelques autres champignons ou elle intervient dans la sécrétion des protéines, le maintien
de l'intégrité cellulaire et la sporulation (Strahl-Bolsinger ef al., 1999). Depuis, de nombreuses
structures ont été trouvées chez les Mammiferes, la plupart d’entres-elles comportant le «core

glycane», Galp1,4GlcNAcP1,2Man1-O-S/T (Haltiwanger et Lowe, 2004).

La synthése d'un O-mannosylglycane débute dans le RER par le greffage, sur un
résidu S ou T d'une protéine en élongation, d'un mannose par l'intermédiaire du
dolicholphosphate activé. L'allongement se poursuit par les additions successives d’autres

monosaccharides dans l'appareil de Golgi.

Cette modification est retrouvée sur des glycoprotéines du cerveau, du systeme
nerveux et des muscles squelettiques. Environ 30% des protéines O-glycosylées présentes
dans le cerveau des Mammiferes seraient O-mannosylées (Chai ef al., 1999). Des O-glycanes
de structure NeuAca2,3GalB1,4GlcNAcB1,2Manl1-O-S/T (Fig.9.) ont été mis en évidence sur
des domaines peptidiques riches en résidus S et T de I’a-dystroglycane musculaire bovin
(Chiba et al., 1997). L’ a-dystroglycane est une glycoprotéine extracellulaire de 156 KDa. Par
I’intermédiaire de ses O-mannosylglycanes, elle se fixe a la laminine, une protéine de la lame
basale assurant ainsi la liaison entre I’actine du cytosquelette et la MEC. Comme nous le
verrons plus loin dans cet exposé, son hypomannosylation chez ’Homme et la souris, entraine

la survenance de dystrophies musculaires.
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Figure 9 : Représentation schématique du O-mannosylglycane présent sur 1I’a-dystroglycane.
Le greffage du O-mannose est effectué par I’enzyme POMTI ou Protéine O-mannosyltransférase 1. Ce
monosaccharide est ensuite allongé en tétrasaccharide par les actions séquentielles de POMGnT1 (Protéine O-
mannoside-N-acétylglucosaminyltransférase), une 1,4-galactosyltransférase et une o2,3-sialyltransférase. Pour
I’instant, aucun motif consensus pour cette modification post-traductionnelle n’a été déterminé.

Les génes codant les enzymes responsables des premicres étapes de la formation du O-
mannosylglycane ont été identifiés. Le géne POMTI, codant une O-mannosyltransférase, est
I’homologue du geéne rt (rotated abdomen) de drosophile (Jurado et al., 1999). Des embryons
mutants pour ce gene sont viables mais souffrent d’importants problémes développementaux :
défauts dans la formation des muscles, mauvaise acquisition de la polarité ventro-latérale,
rotation du corps au niveau de 1’abdomen (Martin-Blanco et Garcia-Bellido, 1996). Chez
I’Homme, POMTI est exprimé dans de nombreux tissus et code une protéine
transmembranaire du RE possédant de nombreuses homologies avec les mannosyltransférases
de levures. Le géne POMGnTI code la O-mannoside-N-acétylglucosaminyltransférase 1
responsable du greffage d’un résidu GlcNAc sur le monosaccharide Manoa1-S/T (Yoshida et
al., 2001; Zhang, Betel et al., 2002). L’ allongement en tri- et tétrasaccharide se fait grace a
I’ajout d’un résidu galactose puis d’un acide sialique. Les enzymes responsables de ces deux

derniers greffages ne sont pas encore identifiées.
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1.2.4 La O-N-acétylglucosaminylation

Ce type de O-glycosylation, largement répandu dans les cellules eucaryotes, est
catalysé par l'enzyme OGT (O-GlcNAc Transférase), une glycosyltransférase présente a la
fois dans le noyau et le cytoplasme des cellules (Akimoto ef al., 1999). Cette modification par
un seul sucre est fréquemment retrouvée sur des protéines appartenant a ces deux
compartiments cellulaires (Torres et Hart, 1984) : ARN polymérase II, protéines des pores
nucléaires, facteurs de transcription (SP1- specificity protein-1, SRF —Serum response Factor,
récepteur aux cestrogenes, etc.), protéines de proto-oncogénes (c-myc, c-fos, c-jun, etc.),
protéines de suppresseurs de tumeur (p53), protéines du cytosquelette (Tau, Vinculine,

Ankyrine, Clathrine, etc.) (Shafi ef al., 2000).

La O-N-acétylglucosaminylation (ou O-GlcNAcylation) est impliquée, par exemple,
dans le contréle de la transcription, l'assemblage des neurofilaments ou la survenue de la
maladie d'Alzheimer (Yao et Coleman, 1998). Elle aurait un role de régulation similaire a
celui de la phosphorylation. Certaines protéines comme I’ARN polymérase II et c-myc
peuvent étre soit phosphorylées soit O-GIcNAcylées sur le méme acide aminé (Hart, 1997).
La O-GIcNAcylation, comme la phosphorylation, est réversible. Une N-acétyl-B-D-
glucosaminidase a d’ailleurs ét¢ mise en évidence dans le noyau et le cytoplasme des cellules

eucaryotes (Dong et Hart 1994).

L'enzyme OGT est une protéine tres conservée d’un point de vue évolutif puisque 65%
de ses acides aminés sont identiques entre l'enzyme humaine et celle de Caenorhabditis
elegans (Lubas et al., 1997). Un tel degré de conservation souligne une fonction essentielle
pour cette enzyme. En effet, une délétion du géne correspondant, provoque I'apoptose des

cellules ES (Embryonic Stem) murines (Shafi et al., 2000).

1.2.5 La O-glucosylation

Ce type de modification post-traductionnelle a lieu sur les domaines EGF (Epidermal
growth factor) et EGF-like que comportent de nombreuses protéines de surface (Harris et
Spellman, 1993). Ce sont des motifs peptidiques répétés de 30 a 40 acides aminés, souvent
impliqués dans les interactions entre protéines. Ils doivent leur nom a leur homologie avec la

protéine EGF, un facteur de croissance régulant entre autres le taux de calcium intracellulaire.
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Ces domaines sont caractérisés par la présence de six résidus cystéines formant trois ponts
disulfures impliqués dans le maintien de leur conformation tridimensionnelle. Bien que les
boucles peptidiques créées par les ponts disulfures soient plus petites dans les domaines EGF-
like que dans les domaines EGF, ils n’en possédent pas moins une conformation similaire.
Dans la suite du manuscrit et pour ne pas alourdir inutilement le texte, nous emploierons

uniquement le terme EGF pour désigner ces deux types de domaines.

Le O-glucosylglycane complet (Xylal,3Xylal,3GIcB1-S/T) et des formes
intermédiaires (Xyla1,3GlcB1-S/T et GlcB1-S/T) ont été trouvés sur des domaines EGF de
nombreuses protéines. Initialement identifiés sur les facteurs de coagulation VII et IX bovin
(Hase et al., 1988), ces O-glycanes ont ensuite été découverts sur la protéine Z humaine
impliquée dans la fécondation (Nishimura et al., 1989), le récepteur Notch et ses ligands
(Moloney, Shair et al., 2000) impliqués dans de nombreux processus développementaux, et la
thrombospondine, notamment impliquée dans [’adhésion et 1’agrégation plaquettaire

(Nishimura, Yamashita et al., 1992).

La comparaison des sites de liaison du O-glucose sur ces diverses protéines a permis
d’identifier un motif consensus de O-glucosylation. Le glucose est directement fixé sur le
groupement hydroxyle d’un résidu sérine ou thréonine appartenant au motif, C'XS/TXPC?, ou

1 2 -\ . . . .
C et C” sont la premicere et la deuxiéme cystéines conservées d’un domaine EGF.

Une forte activité O-glucosyltransférase a été mise en évidence dans des extraits
protéiques de cellules CHO (Shao et al., 2002), ceci grace a des tests d’activité enzymatique
in vitro, utilisant de 1’UDP-glucose radiomarqué comme substrat donneur et le premier
domaine EGF du facteur de coagulation VII humain comme substrat accepteur. Une telle
activit¢ est également présente dans diverses lignées cellulaires comme SF9 (cellules
d’insectes), HD11 (macrophages de poulet), NIH 3T3 (fibroblastes d’embryon murin) et
HELA (Shao et al., 2002). Aucune activité O-glucosyltransférase n’a été trouvée chez la
levure. Pour I’instant, chez les Animaux, la ou les enzyme(s) responsable(s) de ce type de
greffage ne sont pas encore identifiées, contrairement aux Végétaux ou plusieurs O-

glucosyltransférases ont été caractérisées (Veach et al., 2003).
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1.2.6 La O-fucosylation

La O-fucosylation affecte aussi bien les domaines EGF que les domaines TSR
(Thrombospondin type I repeat). Ces derniers sont des motifs peptidiques répétés d'environ 60
acides aminés riches en résidus W, S, R et C conservés. Tout comme les domaines EGF, ils
sont caractérisés par la présence de six résidus cystéines impliqués dans la formation de trois
ponts disulfures. La O-fucosylation fera I’objet d’une présentation détaillée dans le deuxiéme

chapitre de ce manuscrit.

1.2.7 Les différents types de O-glycanes ont des roles

biologiques communs.

Tout comme dans le cas des N-glycanes, les fonctions biologiques des O-glycanes
apparaissent comme essentielles aux organismes pluricellulaires, et il serait présomptueux ici

de penser pouvoir en faire une synthése compléte.

> Le maintien de la structure des O-glycoprotéines

La O-glycosylation participe au maintien de la structure tertiaire des O-glycoprotéines.
Ainsi, la O-glycosylation du récepteur de la neurotrophine présent a la surface de certaines
cellules serait nécessaire a son orientation et a son éloignement de la membrane plasmique,
facilitant ainsi I’interaction avec son ligand (Chapman et al., 1996). Les O-glycanes modulent
également l'agrégation des protéines en influengant leur structure quaternaire (Van den Steen
et al, 1998). Le maintien de I’intégrité structurale est fondamental pour D’activit¢ des
enzymes. En effet, la déglycosylation enzymatique par une O-glycanase ou chimique par
I’acide trifluorométhanesulfonique de la protéine LPH humaine (Lactase-phlorizine
hydrolase), responsable de 1'hydrolyse du lactose, diminue sa vitesse de catalyse (Naim et

Lentze, 1992).

> La stabilisation thermique des O-glycoprotéines et leur protection vis-a-vis de la
protéolyse

Comme la N-glycosylation, la O-glycosylation participe a la stabilisation thermique

des glycoprotéines et a leur protection vis-a-vis de la protéolyse. Par exemple, le O-glycane

36



Exposé bibliographique : La O-glycosylation

de la protéine G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor) empéche sa dénaturation a
37°C (Oh'eda et al., 1990). De méme, une hypo-O-N-acétylglucosaminylation (O-GlcNAc)
du facteur de transcription Spl entraine sa rapide dégradation par des protéases (Han et

Kudlow, 1997).

> L.a modulation des interactions hote/pathogéne

Les O-glycanes présents a la surface des cellules sont impliqués dans la modulation
des interactions hote/pathogene. En effet, un certain nombre de microorganismes pathogenes
(virus, bactéries et parasites) se lient aux O-glycanes de la cellule hote et/ou les utilisent afin
de ne pas étre détectés par le systéme immunitaire. Ainsi, le virus de I’Influenza se fixe sur
une cellule épithéliale respiratoire, par I’intermédiaire d’une de ses glycoprotéines de surface,
I'hémagglutinine, qui interagit avec l'acide sialique présent en position terminale des O-
glycoprotéines de la membrane de la cellule hote (Meanwell et Krystal, 2000). Apres
réplication virale au sein de la cellule et afin de propager I’infection, ces pathogeénes sont
capables de modifier, par clivage enzymatique, la composition en acide sialique des O-
glycanes de la membrane plasmique, ceci par l'intermédiaire d'un autre de leurs antigénes de

surface ayant une activité glycosydase, la neuraminidase (Zhang et Xu, 2006).

Les O-glycanes constituent des marqueurs du dysfonctionnement cellulaire. En effet,
les fractions O-glycaniques des glycoconjugués membranaires de type mucine sont
profondément modifiées dans les cellules cancéreuses, entrainant des variations de leur masse
moléculaire et de leur taux de sialylation. Cela se traduit souvent par l'apparition ou la
prédominance de certains épitopes O-glycaniques comme les antigénes tissulaires de type Le”
(GalP1,4(Fucal,3)GIcNAcB1,3GalNAcaS/T), sLe*(NeuAca2,3GalB1,4(Fucal,3)GIcNAcp1,
3GalNAcaS/T), Le* (Fucal,2GalBl,4(Fucal,3)GlcNAcB1,3GalNAcaS/T) et sLe’
(NeuAca2,3GalB1,3(Fucal,4)GlcNAcB1,3GalNAcaS/T), dans les cas de cancers du poumon
(Jordon et al., 1989), du colon (Cooper et al., 1991) et de I'estomac (Sakamoto et al., 1989).
Dans le cas de cancers du colon, les cellules présentent également un taux anormalement
¢levé de structures de type antigénique Tn (GalNAcaS/T), TF (GalB1,3GalNAcaS/T) et
sialyl-Tn  (NeuAcal,6GalNAcaS/T), alors que la structure, GlcNAcB1,3GalNAc,

normalement exprimée, est absente des cellules cancéreuses (Byrd et Bresalier, 2004).
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Le taux anormalement ¢élevé de structures de type Lewis a la surface des cellules
cancéreuses serait propice a la formation des métastases. Des études in vitro ont démontré que
l'attachement des cellules tumorales a I'endothélium, pour le traverser, a lieu par
l'intermédiaire d'interactions entre des structures antigéniques sLe* ou sLe” et les sélectines E
(Tozeren et al., 1995). De méme, 1'augmentation de la quantité d'antigénes sialyl-Tn dans des
cellules de cancer du sein augmenterait leur pouvoir métastasique (Julien et al., 2005).
L'importance des antigénes sLe” et sLe™ dans la régulation de la cascade métastasique a été
confirmée par des études cliniques. Une étude réalisée sur un cancer du foie démontre que
l'expression de chaque antigéne est plus importante dans les 1ésions métastasiques que dans

les tumeurs primaires (Hasegawa et al., 1993).
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De par leur localisation, souvent membranaire, et leur importance dans les processus
de reconnaissance et de communication cellule-cellule, les O-glycanes sont impliqués dans de
nombreux processus développementaux, d’ou l'intérét de l'étude de telles structures. Le
second chapitre de cet exposé est consacré aux O-fucosyltransférases, enzymes responsables
d’'une modification post-traductionnelle qui se produit précocement au cours du

développement embryonnaire des Vertébrés.
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En 1975, pour la premiére fois, un O-fucosylglycane de structure Glcf1,3Fucal-S a
¢été mis en évidence par chromatographie et spectrométrie de masse a partir d’urine humaine
(Hallgren et al., 1975). La O-fucosylation est 1’ajout d’un fucose sur un résidu sérine ou
thréonine (S/T) compris dans deux grands types de domaines : les EGF (Harris et Spellman,
1993) au sein du motif consensus C*X4.5(S/T)C?, ou C* et C’ représentent la deuxieme et la
troisiéme cystéines du domaine (Shao et Haltiwanger, 2003), et les TSR (Hofsteenge et al.,
2001) au sein du motif consensus WX5C1X2_3(S/T)C2X2G (Luo et Haltiwanger, 2005), ou C!

et C* sont la premicére et la deuxiéme cystéines du domaine TSR (Fig.10.).

Les domaines EGF et TSR ont la particularit¢ de posséder six résidus cystéines
impliqués dans la formation de trois ponts disulfures, leur conférant leur conformation

tridimensionnelle.
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Figure 10 : Représentation des domaines EGF et TSR.

(A) Séquence du domaine EGF du facteur de coagulation IX humain (B) Séquence du domaine TSR3 de la
thrombospondine I humaine. Le site de O-fucosylation (S ou T) est noté en rouge, les cystéines conservées et les
ponts disulfures en vert.

La O-fucosylation des domaines EGF et TSR dépend respectivement de deux
enzymes. Celle responsable de la O-fucosylation des EGF est Pofutl (Protein O-
fucosyltransferase 1) (Wang et al., 1996) alors que celle greffant le fucose sur les TSR est
Pofut2 (Protein O-fucosyltransferase 2) (Luo, Koles et al., 2006; Luo, Nita-Lazar et al.,
20006).
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2.1 Une glycosyltransférase impliquée dans le
developpement embryonnaire, la O-

fucosyltransférase 1

2.1.1 Cibles de I’enzyme Pofutl, les EGF

L’enzyme O-fucosyltransférase 1 ou Pofutl est responsable du greffage du O-fucose
sur certains domaines EGF des protéines. Les premiers domaines EGF démontrés comme O-
fucosylés ont été ceux de la Pro-Urokinase (Kentzer et al., 1990) et de I’activateur du
plasminogene (t-PA) Humain (Harris ef al., 1991) et de la chauve souris, Desmodus rotundus
(Gohlke et al., 1996). D'autres domaines EGF O-fucosylés ont été¢ décrits sur différents
facteurs de coagulation sanguins humains comme le facteur VII (Bjoern et al, 1991), le
facteur IX (Nishimura, Takao et al., 1992) et le facteur XII (Harris et al., 1992). Ces trois
facteurs de coagulation présentent chacun deux domaines EGF, mais seul le premier porte un
O-fucose, le second ne possédant pas le motif consensus. Du fucose O-lié est également
présent sur des protéines transmembranaires impliquées dans des processus
développementaux majeurs, comme Notch (Moloney, Panin et al., 2000; Moloney, Shair et
al., 2000), ses ligands Delta et Serrate/Jagged (Panin et al., 2002) ou encore Cripto (Schiffer
et al., 2001; Yan et al., 2002). C'est la comparaison des sites de O-fucosylation de toutes ces
protéines qui a permis de déterminer la séquence consensus, C*X4.s(S/T)C?, nécessaire & cette
modification post-traductionnelle. Une recherche dans les banques de données utilisant ce
motif comme matrice, permet de trouver de nombreuses protéines potentiellement O-
fucosylables comme la fibrilline, 1’agrine, la multimérine et le brevican (Moloney et

Haltiwanger, 1999).
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En fonction des domaines EGF, le O-fucose ajouté par Pofutl peut rester a I'état de
monosaccharide ou étre allongé en une chaine oligosaccharidique (Fig.11.). A titre d’exemple,
le premier domaine EGF du facteur VII humain porte uniquement un O-fucose alors que celui
du facteur IX est substitué par un tétrasaccharide de  structure
NeuAca2,6Galp1,4GIcNAcB1,3Fucal-S (Harris et al., 1993). De méme, les domaines EGF
du récepteur Notch et de ses ligands peuvent étre modifiés par des O-fucoses seuls, des
tétrasaccharides (de structures identiques a celle présente sur le facteur IX a I’exception du
type de liaison de ’acide sialique, ici en a2,3) ou par des formes intermédiaires de 1'O-

fucosylglycane (Bruckner et al., 2000; Moloney, Panin et al., 2000).
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Figure 11 : Structure d'un O-fucosylglycane greffé sur un domaine EGF.
(d'aprés Haltiwanger et Lowe, 2004)

L'allongement du O-fucose en tétrasaccharide commence par l'action d'une (1,3-N-
acétylglucosaminyltransférase de la famille Fringe. La premiére enzyme de cette famille a
tout d'abord été identifiée chez la drosophile (Dfng) comme intervenant dans la détermination
de la polarité dorso-ventrale au niveau du cerveau (Irvine et Wieschaus, 1994). Trois enzymes
homologues, entre 47 et 64% d’identité en fonction des espéces, ont ensuite été isolées chez
les Mammiferes : Lunatic Fringe (Lfng), Manic Fringe (Mfng) et Radical Fringe (Rfng)

(Cohen et al., 1997; Johnston et al., 1997). Elles semblent étre présentes chez I’ensemble des
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Gnathostomes (Peterson et McClay, 2005) et possedent de fortes homologies, a titre
d’exemple Rfng de I’'Homme et de la souris partagent 83% d’identité (Johnston et al., 1997).
Ce sont des enzymes transmembranaires golgiennes qui peuvent également €tre secrétées
grace a un clivage protéolytique libérant leur domaine catalytique (Yuan et al., 1997). Les
enzymes de la famille Fringe transférent un résidu GlcNAc depuis un donneur activé, 'UDP-
GlcNAc, sur certains résidus fucoses des domaines EGF (Bruckner et al., 2000; Moloney,
Panin et al., 2000). Bien qu'homologues, les trois enzymes trouvées chez les Mammiferes
semblent avoir une spécificité d'action et ne modifient pas forcément les mémes O-fucoses
(Shimizu et al., 2001; Shao et al., 2003). Des tests enzymatiques effectués in vitro ont montré
que Mfng murine avait une activité plus importante sur le premier domaine EGF O-fucosylé
du facteur de coagulation VII humain que ses paralogues Rfng et Lfng; le résultat inverse est
observé lorsque I'EGF 26 O-fucosylé de Notchl humain est utilis¢é (Rampal, Li et al., 2005).
De plus, pour qu'un O-fucose soit allongé, il semble que celui-ci doive se trouver dans un
motif peptidique particulier. En effet, Rampal et ses collaborateurs, en 2005, ont identifié les
acides aminés E24 et P28 d'un domaine EGF O-fucosyl¢, comme d'importants indicateurs que

celui-ci serait une cible d'action pour les enzymes de la famille Fringe.

L'allongement du O-fucosylglycane port¢é par un motif EGF se poursuit
éventuellement par l'ajout d'un résidu galactose. Cette modification est assurée par une
enzyme transmembranaire golgienne, l'enzyme P4-galactosyltransférase I (f4Gal-T1). En
effet, parmi les six galactosyltransférases présentes dans les cellules CHO, seule cette derniére

est capable in vitro de modifier le O-fucosylglycane (Chen ef al., 2001).

Finalement, le O-fucosylglycane peut étre enrichi par un acide sialique sous 1’action
d’a2,3- ou a2,6-sialyltransférases qui sont des enzymes transmembranaires localisées dans le
trans-Golgi. Chez les Mammifgres, elles sont au nombre de 15 (Moloney, Panin ef al., 2000).
Pour I’heure, celle(s) responsable(s) de I'allongement de 1’oligosaccharide n’est (ne sont) pas

identifiée(s).
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2.1.2 Caractérisation de I’enzyme Pofutl

Comme nous l'avons vu précédemment, la protéine O-fucosyltransférase 1 ou Pofutl
est responsable du greffage du O-fucose sur les domaines EGF de certaines protéines
possédant le motif consensus de O-fucosylation, C*X4.5(S/T)C’. La démarche scientifique qui
a amen¢ a la caractérisation de cette enzyme a débuté avec la mise au point en 1996 d’un test
in vitro de mesure de I’activit¢é O-fucosyltransférase 1 (Wang et al., 1996). Le test utilise
comme substrat donneur du GDP-L-fucose (substrat donneur de toutes les
fucosyltransférases), comme substrat accepteur le premier domaine EGF du facteur de
coagulation VII humain et un cation divalent. En effet, la présence de ce dernier est nécessaire
a ’activité de nombreuses glycosyltransférases (Munro and Freeman, 2000). Dans le cas de
Pofutl, plusieurs types de cations divalents ont été testés; c’est avec du manganése (Mn2")

que I’activité enzymatique est la plus forte (Wang et al., 1996).

Ainsi, une premiere activité O-fucosyltransférase 1 a pu étre mesurée a partir d’extraits
protéiques de cellules CHO et de cellules hépatiques de rat (Wang et al., 1996). Les auteurs
ont également montré que le transfert du O-fucose n’est possible que sur un domaine EGF
complet, c'est-a-dire possédant ses six résidus cystéines nécessaires a 1’acquisition de sa

structure tridimensionnelle (Fig.10A.).

Suite & la mise au point du test d'activité, Wang et Spellman (1998) ont purifié
I’enzyme Pofutl a partir de cellules CHO. En se basant sur l'activité enzymatique déja
déterminée et sur l'affinité de I'enzyme pour ses substrats (donneur et accepteur), les auteurs
ont utilisé deux étapes de chromatographie d’affinité. La premiére colonne utilisée contenait
I’EGF du facteur VII humain et la deuxiéme colonne, du GDP-hexanolamine-Sépharose
comme substrat donneur. Ils ont ainsi purifié et déterminé les constantes cinétiques de Pofutl
(référencées dans le Tableau 1). L'enzyme O-fucosyltransférase 1 représente environ 0,02%

des protéines totales des cellules CHO, taux rarement atteint pour une glycosyltransférase.
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Tableau 1 : Constantes cinétiques de 1I’enzyme Pofutl purifiée a partir de cellules CHO et de
I’enzyme Pofutl humaine.

Pofutl des cellules CHO Pofutl humaine

Km (uM) | Vmax (umol/min/mg) | Km (uM) | Vmax (umol/min/mg)

EGF-1 du facteur VII " ‘
(substrat accepteur)

GDP-fucose

5,9-6,4 4

(substrat donneur)

Apres purification de 1'enzyme Pofutl, sa glycosylation a pu étre mise en évidence
apres une digestion par la PNGase F (Wang et Spellman, 1998). Cette enzyme coupe les N-
glycanes oligomannosidiques, hybrides et complexes entre l'asparagine de la chaine
peptidique et la premiere GlcNAc. La masse moléculaire de Pofutl passe alors de 44 a 40
KDa, ce qui suggére la présence de N-glycanes d’une masse moléculaire totale de 4 KDa. Une
digestion avec l'endoglycosidase H, qui coupe entre les deux résidus GlcNAc proximaux, a la
fois les N-glycanes oligomannosidiques et certains N-glycanes hybrides, donne en western
blot deux bandes. Elles correspondent a des formes protéiques de masses inférieures a la
forme glycosylée. Elles seraient une forme monoglycosylée et une forme déglycosylée de
I’enzyme Pofutl. Ainsi, les auteurs concluent que I'enzyme Pofutl extraite des cellules CHO
est une glycoprotéine porteuse de plus d'un oligosaccharide de type oligomannosidique.

Toutefois, il ne faut pas écarter I’hypothese que ces N-glycanes puissent étre de type hybride.

Suite a la purification et au séquencage peptidique de Pofutl extraite de cellules CHO,
Wang et ses collaborateurs (2001), en s’appuyant sur la séquence N-terminale et sur une
recherche d’homologie dans les banques de données, ont pu identifier un EST (Expressed
sequence Tag) humain correspondant a cette enzyme. L'ADNc code une protéine de 388
acides aminés et possede deux sites potentiels de N-glycosylation (Wang, Shao et al., 2001).
Le transcrit de plus de 5 Kb posséde une longue partie 3' non traduite, typique de nombreuses
glycosyltransférases (Breton et Imberty, 1999), et deux sites potentiels de polyadénylation
pouvant expliquer la présence de deux des signaux obtenus en northern blot (Wang, Shao et

al., 2001). Cependant, d’autres marquages sur ce méme northern blot laisse présager de
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l'existence d'autres variants transcriptionnels. Ces différents transcrits semblent étre présents
dans I’ensemble des tissus humains testés (cerveau, cceur, foie, pancréas, poumons, rein,
muscle squelettique, intestin, ovaires, testicules) ce qui accréditerait le role clé de I’enzyme

POFUTI.

Le géne POFUTI humain est localis¢ sur le chromosome 20 au locus qll1, prés du
centromere, entre les genes PLAGL2 (Pleiomorphic adenoma gene-like-2) et K/F3B (kinesin
family member 3B). Une recherche dans les banques de données m’a permis de déterminer
qu’il est constitué d'au moins 8 exons. L'épissage alternatif du transcrit primaire de ce geéne

génere au moins deux transcrits, les variants 1 (NM_015352) et 2 (NM_172236) (Fig.12.).

Dans le cas du variant 1, c’est 1’épissage de I’exon 5 qui est affecté ce qui provoque sa
délétion et I'utilisation du second site de polyadénylation dans 1’exon 8. Pour le variant 2,
seuls les 5 premiers exons sont épissés. Ces deux transcrits codent respectivement deux
isoformes protéiques de 388 et 194 acides aminés (Wang, Shao et al, 2001; Luo et
Haltiwanger, 2005). Seule la protéine issue de la traduction du variant 1 posséde une activité
O-fucosyltransférase (Wang, Shao et al., 2001). Les constantes cinétiques sont proches de

celles déterminées pour I’enzyme extraite des cellules CHO (Tableau 1).

Géne POFUTI 5 ¥
e EH—— IHHEE— -

173 122 183113 915 193 254 4191

Variant 1
ORF=1164pb

UGA
Py

Variant 2
ORF =582 pb

Introns 1 2 3 4 5 6 7

Tailles en pb 2005 | 5076 1157 | 288 10338 2363 | 3411

Figure 12 : Représentation de I'organisation génomique du géene POFUTI humain et de deux de

ses variants transcriptionnels.
Les régions non traduites des transcrits sont en bleu, les tailles des exons sont indiquées sous la structure du géne
(en pb), les tailles des introns sont notées dans le tableau ci-dessus.
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L’enzyme Pofut]l murine fait 393 acides aminés et conserve 90,4% d'identité avec son
homologue humaine (Wang, Shao et al., 2001). Le géne correspondant est constitué¢ d'au
moins 7 exons (Shi et Stanley, 2003). Il est localisé sur le chromosome 2 murin au locus H2,
dans une région homologue au chromosome 20 humain, puisque retrouvé entre les geénes
Plagl2? et Kif3b. Une analyse de son organisation génomique m’a permis de déterminer que
les positions des introns étaient strictement conservées par rapport au géene humain et que seul
I’équivalent de 1'exon 5 était absent. Comme dans les cas de I"'Homme, plusieurs transcrits
sont détectés par northern blot et présents dans tous les tissus murins analysés : cerveau, cceur,
foie, poumons, rate, rein, estomac, intestin, peau, thymus, muscle squelettique et testicules
(Shi et Stanley, 2003). Cependant, seul le transcrit majoritaire a été décrit et correspond a la

transcription des 7 exons (NM_080463) (Fig.13.).

Géne Pofiutl 5 ¥
- -
193 243 465

184 122 183 113
AUG UGA
Transcrit i. l I l l _ -
ORF=1179 bp NN
Introns 1 2 3 4 5 6

Taillesenpb | 1912 | 4689 | 1049 | 9806 | 1405 | 4254

Figure 13 : Représentation de I'organisation génomique du géne Pofut/ murin et du variant

transcriptionnel décrit.
Les régions non traduites du transcrit sont en bleu, les tailles des exons sont indiquées sous la structure du géne
(en pb), les tailles des introns sont notées dans le tableau ci-dessus.

L’effort de séquencage systématique des génomes et des transcriptomes permet
d’envisager la présence du géne Pofutl chez ’ensemble des Bilatériens. Une seule copie du
geéne est présente dans les génomes entiérement séquencés des représentants de ce groupe,
comme par exemple chez Ciona intestinalis, Drosophila melanogaster, Rattus novergicus et
Takifugu rubripes (Martinez-Duncker ef al., 2003). A I’heure actuelle, hormis les génes de
Mammiféres précédemment décrits, seuls les génes Pofutl de Drosophila melanogaster et de

Caenorhabditis elegans ont fait 1’objet d’une attention plus particuliere (Wang, Shao et al.,

51



Exposé bibliographique : La O-fucosylfransférase 1

2001). Les enzymes correspondantes posseédent respectivement 41,2 et 29,4% d'homologie

avec POFUT]1 codé par le variant 1 humain.

Lorsqu’en 1996, Wang et ses collaborateurs ont mis au point le test d'une activité O-
fucosyltranférase 1, ils ont remarqué que celle-ci était présente dans les fractions solubles et
insolubles des extraits protéiques de cellules CHO. Ils en ont déduit que Pofutl, comme de
nombreuses glycosyltransférases, devait étre une enzyme transmembranaire de type II

(Fig.14.), sensible a la protéolyse au niveau de son peptide de liaison (Kitazume et al., 2001).

Cytoplasme Protéases Lumiére du Golgi

Domaine T — x
cytoplasmique g — — P

\ | --_,x_,( i COOH

-HN Z’ fg %

\ \
Domaine i
) Peptide de Domaine

transmembranaire liaison catalytique

Figure 14 : Représentation schématique d'une glycosyltransférase transmembranaire de type 11
de 'appareil de Golgi.

Leur hypotheése sur la topologie de I’enzyme Pofutl fut renforcée en 2001, lors du
séquengage de la partie N-terminale de la protéine purifiée, puisque celle-ci était dépourvue
des 29 premiers acides aminés (Wang et Spellman, 1998). Ainsi, Pofutl qui possede des
glycanes oligomannosidiques ou hybrides serait une glycoprotéine de type II résidente du

réticulum endoplasmique ou du Cis-Golgi.

Des études plus récentes (Luo et Haltiwanger, 2005) montrent que l'activité de
I'enzyme Pofutl se retrouve majoritairement dans la fraction soluble d'un extrait protéique de
cellules COS-1 (apres lyse avec le détergent NP40 et sonication), contrairement a I'enzyme
4Gal-T1, une galactosyltransférase transmembranaire golgienne prise comme témoin. Le

méme type d'expérience réalisée apres fractionnement de cellules hépatiques de rat confirme
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que l'activit¢ O-fucosyltransférase 1 est co-localisée avec l'activité de la Glucose-6-
phosphatase, une enzyme réticulaire soluble, et non avec l'activité de 1'enzyme B4Gal-T1. Ces
résultats suggerent fortement que Pofutl est une enzyme soluble probablement localisée dans
la lumiere du RE. Pour confirmer ces observations, des expériences d'immunolocalisation ont
été conduites sur des cellules COS-1 exprimant la protéine recombinante humaine POFUT1
étiquetée avec 6 histidines (Hisg) (Fig.15A. et D.)(Luo et Haltiwanger, 2005). Les auteurs
démontrent que POFUT1 est co-localisée avec la calréticuline (Fig.15C.), protéine

chaperonne du RE, et non avec GM130 (Fig.15F.), enzyme de 'appareil de Golgi.

POFUT]1 WEERES

POFUT1 Meélange

Figure 15 : Immunolocalisation de la protéine recombinante POFUT1 humaine dans les cellules

COS-1.

Le marquage de I’enzyme POFUT]1 est réalisé a I’aide d’un anticorps anti-Hiss A et D, la protéine POFUT1 est
détectée dans le RE; B, la calréticuline est détectée dans le RE; E, GM130 est détecté dans le Cis-Golgi; C,
superposition des images A et B; F, superposition des images D et E. Extrait de Luo et Haltiwanger, 2005.

Lors de cette méme étude, une analyse bioinformatique des séquences protéiques des
enzymes Pofutl humaine, murine et de drosophile, grace au logiciel SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/), montre que la partie N-terminale des enzymes ne contient

pas de domaine transmembranaire, mais un peptide signal permettant I'entrée des protéines
dans le RE (Luo et Haltiwanger, 2005). De plus, la comparaison de ces 3 orthologues révéle la

présence d'une séquence KDEL-like (respectivement RDEF, RDEF et HEEL) a I’extrémité C-
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terminale des enzymes. Cette courte séquence est un signal de rétention dans le RER

(Fig.16.).

A Sous umités nbosomales libres
SRP
>

Peptide signal

Complexe de

; Cyloplasme
translocalion

; . Séquence  1umiére du RER
4 Indopeptidaze , KDEL

Récepteur de SRP -

Protéine en cours de synthése

Protéine ayant acquis

Clivage du peptide signal :
sa conformation

Réecepteur de KDEL

Vide .
Reconnaissance et séquestration

de la protéine dans le RER

Figure 16 : Représentation schématique de la translocation et de la séquestration de protéines
solubles dans le RER.

Des sa synthese, le peptide signal est reconnu par une ribonucléoprotéine, la SRP (Signal recognition Particle).
L’ensemble (ribosome, ARNm et protéine) est alors adressé a la membrane du RER ou SRP se fixe a son
récepteur. Au niveau membranaire, le peptide signal est reconnu par le translocon, puis lorsque la synthése de la
protéine est terminée, le peptide est clivé par une endopeptidase. Si la protéine synthétisée présente a son
extrémité C-terminale un motif KDEL-like, elle est alors séquestrée dans la lumiére du RER.

Le fait que I'enzyme Pofutl greffe des résidus fucoses uniquement sur des domaines
EGF correctement repliés et que celle-ci soit localisée dans le RE, suggere qu'elle pourrait
avoir un role dans le contdle du repliement des protéines possédant des domaines EGF. Une
¢tude récente a montré que 1'enzyme Ofutl de drosophile participe au repliement correct du
récepteur Notch dans le RE, mais pas a celui de ses ligands (Okajima et al., 2005). En
'absence de cette enzyme, le récepteur Notch n'est pas adressé a la surface des cellules et
s'accumule dans le cytoplasme. Ce défaut de localisation peut-étre restauré par l'expression
d'une protéine Ofutl ne possédant pas d'activité O-fucosyltransférase, ce qui indique que sa

fonction de chaperonne du récepteur Notch est indépendante de son activité enzymatique.
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2.1.3 Roles du O-fucose des domaines EGF

La O-fucosylation, ayant lieu sur des domaines EGF déja repli€s, ne semble pas étre
directement impliquée dans l'acquisition de leur structure tridimensionnelle. A titre
d’exemple, la O-fucosylation du facteur de coagulation VII humain ne semble modifier ni sa
structure ni sa fixation aux facteurs tissulaires (Kao et al., 1999). Cependant, celle-ci pourrait
avoir un role dans la stabilisation des sites de fixation du Ca®" que possédent de nombreux
domaines EGF. Ainsi, le calcium permettrait une augmentation de I’affinité des complexes

ligands/récepteurs (Kao et al., 1999).

La défucosylation du domaine EGF de l'activateur du plasminogeéne réalisée par semi-
hydrolyse a l'acide trifluoroacétique n’empéche pas sa fixation a son récepteur mais abolit son
activité mitogeéne. Les mécanismes mis en jeu ne sont pas encore déterminés mais 1'absence
de O-fucose semble empécher l'activation de la cascade de signalisation intra-cytoplasmique

(Rabbani et al., 1992).

Le r6le du O-fucose li¢ a un domaine EGF a également été montré, in vitro, dans le cas
de la signalisation induite par Cripto. Cette protéine liée a la membrane de certaines cellules
par une ancre GPI (Glycosylphosphatidylinositol) est impliquée dans 1'établissement de la
polarité antéro-postérieure durant I'embryogenese (Ding et al., 1998). La mutation du site de
O-fucosylation présent dans I'unique domaine EGF-like de Cripto murin (Fig.17.) réduit son
affinité pour son cofacteur Nodal, membre de la super famille des TGFf , et donc sa capacité
a induire une cascade de signalisation intra-cytoplasmique conduisant a l'expression de geénes

spécifiques du mésoderme (Schiffer et al., 2001).
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CRIPTO

SKELNRIC----CLNGGTCMLG---SFCACPPSEFYGENCEHDVRK
EGF SDGDQCAS SPCONGGE CKDQLOSYICFCLPAFEGRNCETHED
Boucle 1 |

Boucle 2

Figure 17 : Modélisation du domaine EGF-like de Cripto murin et du premier domaine EGF du

facteur de coagulation VII Humain.

Les six cystéines participant a la formation des ponts disulfures sont indiquées en rouge. Le site de O-
fucosylation (S ou T) est en vert et souligné. Remarquez que les boucles 1 et 2 des domaines EGF-like sont plus
petites que celles des domaines EGF. D’apreés Shiffer et al., 2001.

> Exemple des récepteurs Notch et de leurs ligands

La déficience en fucose d’une lignée cellulaire CHO (Lec 13, mutante pour une des
étapes de la production de GDP-fucose) induit des perturbations dans I'initiation de la cascade
de signalisation dépendante des récepteurs Notch (Chen et al., 2001). Il semblerait également
que la O-fucosylation des récepteurs Notch permette de réduire la cis-activation de ceux-ci
par leurs ligands, en particulier lors de leur transit dans 1'appareil de Golgi avant leur sécrétion

(Sakamoto et al., 2002).
Structure moléculaire des récepteurs Notch et de leurs ligands

La majeure partie des données disponibles actuellement concernant la O-fucosylation
par ’enzyme Pofutl a été obtenue grace aux divers travaux réalisés sur les membres de la
famille des récepteurs Notch et sur leurs ligands. En interagissant, ils régulent de nombreuses

voies de signalisation notamment durant le développement embryonnaire. Ces mécanismes de
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régulation étant extrémement complexes, il est avant tout nécessaire de décrire la structure de

ces protéines cibles de la O-fucosylation.

> Au niveau moléculaire, le récepteur Notch est une protéine transmembranaire
de type I (Fig.18.), impliquée dans de nombreux processus développementaux comme la
neurogenese, la somitogenese, la cardiogenése, la vasculogenese, etc. Les récepteurs Notch,
au nombre de 4 chez les Mammiferes (Notch 1 4 4) contre 1 chez la drosophile (dNotch), sont
bien conservés dans leurs structures. Ils sont composés d’un fragment extracellulaire (ECN) et
d’un fragment transmembranaire (NTM) (Fig.18.). Le fragment extracellulaire est constitué
de nombreux domaines EGF (36 EGF pour dNotch et Notch 1 et 2; 34 et 24 EGF
respectivement pour Notch 3 et 4) et de motifs LNR (Linl12/Notch repeats). Les LNR
semblent restreindre 1’activation non spécifique (ligand-indépendant) du récepteur et
notamment sa protéolyse par des métalloprotéases (Sanchez-Irizarry et al., 2004). Le
fragment NTM est composé d’un court domaine extracellulaire, d’un domaine
transmembranaire unique et d’un domaine intracellulaire (ICN). L’ICN présente un domaine
RAM (Regulation of Amino-acid Metabolism) régulateur de la transcription des genes cibles,
deux domaines de localisation nucléaire (NLS), des domaines ankyrine répétés (ANK)
impliqués dans les interactions protéine/protéine (Wharton et al., 1985; Blaumueller et
Artavanis-Tsakonas, 1997) et une région PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) qui pourrait intervenir dans
le processus de dégradation de I'ICN par ubiquitination (Greenwald, 1998; Artavanis-
Tsakonas ef al., 1999). Les récepteurs Notchl, 2 et dNotch possedent également une région de
réponse aux cytokines (NCR) ainsi qu'un domaine TAD (transcriptional activation domain).

Notch 3 est dépourvu de ce dernier domaine.

Le récepteur Notch est synthétisé sous la forme d’un précurseur de 300 KDa qui est
clivé dans I’appareil de Golgi par une furine (Blaumueller et Artavanis-Tsakonas, 1997;
Logeat et al., 1998; Guidos, 2002). Ce clivage conduit a la formation des deux sous-unités,
ECN et NTM, qui restent associées de manicre non-covalente et calcium-dépendante (Annaert
et De Strooper, 1999). L’hétérodimére est ensuite adressé a la surface cellulaire ou il reste

inactif, jusqu’a ce qu’il lie un de ses ligands présents a la surface d’une cellule contigué.
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Figure 18 : Domaines conservés des récepteurs Notch chez la drosophile (dNotch) et les
Mammiferes (mNotchl a 4).

> Les structures des ligands interagissant avec les récepteurs Notch sont
¢galement bien conservées entre les espéces animales. Ce sont aussi des protéines
transmembranaires de type I. Chez la drosophile (Fig.19.), les ligands de Notch sont codés par
les génes Delta et Serrate (Doherty et al., 1996). La partie extracellulaire du ligand Delta
contient neuf domaines EGF et un domaine DSL, nommé ainsi sur la base des noms des
ligands de Notch, a savoir Delta, Serrate et Lag-2 chez Caenorhabditis elegans. Chez les
Mammiféres, trois genes homologues a Delta ont été décrits (Fleming, 1998). Ils codent les
protéines Delta-like 1, 2 et 3 (DII1, DII2 et DII3) (Fig.19.). Elles contiennent chacune un
domaine DSL et respectivement, 8, 6 et 8 domaines EGF. Le deuxi¢me ligand de Notch est
Serrate chez la drosophile et Jagged chez les Mammiféres ou il existe 2 paralogues, appelés
Jagged] et 2 (Fleming, 1998; Lissemore et Starmer, 1999). Leur fragment extracellulaire est
composé d’un domaine DSL, de 14 domaines EGF pour Serrate et 16 pour Jagged!1 et 2, ainsi
que d’un troisieme domaine impliqué probablement dans les processus de dimérisation
(VWCQC). Ces ligands posseédent un domaine riche en cystéines dans la partie N-terminale,
jouant potentiellement un role dans la spécificité des liaisons ligand/récepteur. De nouveaux

ligands de Notch ont été décrits, tels que la F3/Contactine et la NB3 qui activent la voie Notch
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et jouent un role dans la différenciation des oligodendrocytes (Hu et al., 2003; Cui et al.,
2004). Ils different des ligands cités précédemment par 1’absence de motifs EGF et la
présence de nombreux domaines immunoglobulines. Cette multiplication des acteurs
impliqués dans la voie de signalisation par Notch génére une complexité croissante, de telle

sorte qu’a I’heure actuelle, son fonctionnement reste pour partie mal connu.

Fragment Fragment Fragment Fragment
extraccllulaire  intracellulaire extracellulaire intracellulaire
3 -~— >

~MHF wae M- oo

_I
=l —D— mpI2 =] -D— mJagged?
_I

H Domaine EGF H Domaine VWC I Domaine DSL

Figure 19 : Domaines conservés des ligands de Notch chez la drosophile et les Mammiferes.

La voie de signalisation par Notch définit un mécanisme d’interactions cellulaires qui
s’exerce essentiellement entre cellules voisines et qui contréle de nombreux processus
développementaux parmi lesquels le choix de D’identité¢ cellulaire, la prolifération, la
différenciation et I’apoptose. La voie de signalisation par Notch est retrouvée chez tous les
organismes pluricellulaires étudiés jusqu’a présent, des nématodes a I’Homme (Weinmaster,
1997; Kimble et Simpson, 1997; Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Mumm et Kopan, 2000;
Baron, 2003). Nous reviendrons sur les cascades de signalisation déclanchées par les

récepteurs Notch dans le chapitre 3 de ce manuscrit.
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Role du O-fucose présent sur les récepteurs Notch et leurs ligands

De nombreux travaux soulignent que les O-fucoses présents sur les récepteurs Notch
et leurs ligands jouent un role fondamental dans leurs interactions. Chez la drosophile,
I’implication de la O-fucosylation des domaines EGF a été examinée aprés surexpression du
gene Ofutl ou réduction de son expression par ARN interférence (Okajima et Irvine, 2002), et
plus récemment, par l'isolement d'un mutant Ofut! -/- nommé neurotic (Sasamura et al.,
2003). Dans tous les cas, le phénotype observé est proche de celui d'un mutant pour le géne
Notch avec comme conséquences des malformations au niveau de I'abdomen, des pattes, des
ailes, du cerveau et des yeux. Le O-fucose serait donc nécessaire au fonctionnement correct
du récepteur Notch. Ainsi, 23 des 36 domaines EGF du récepteur dNotch, 7 des 9 domaines
EGF de Delta et 8 des 14 domaines EGF de Serrate sont potentiellement O-fucosylables. La
présence et les fonctions respectives des O-fucoses sur les domaines EGF commencent a étre
¢tudiées. Chez la drosophile, il semble que les O-fucoses portés par les domaines EGF 11 et
12 de dNotch soient primordiaux pour son interaction avec ses ligands (Lei ef al., 2003). Une
mutation du site de O-fucosylation sur le domaine EGF 12 de la protéine Notchl murine
entraine une inhibition de son interaction avec les ligands Deltal et Jaggedl. A la différence,
une mutation du site de O-fucosylation sur I'EGF 26 entraine une hyper-activation de Notchl
par Deltal et Jaggedl. Une localisation incorrecte du récepteur Notch est méme observée
dans le cas d’une mutation sur I'EGF 27 (Rampal, Arbolaveda-Velasquez ef al., 2005). Bien
que les mécanismes de régulation des récepteurs Notch soient plus complexes chez les
Mammiféres que chez la drosophile, ceci étant du a I’implication d’un plus grand nombre de
partenaires protéiques, le O-fucose semble y jouer un role similaire. En effet, comme nous le
verrons plus loin, une souris KO pour le géne Pofut!/ meurt a 1'état embryonnaire suite a de
nombreux dysfonctionnements dans divers processus developpementaux, comme la
somitogenese et la neurogenése. Le phénotype obtenu est, en fait, le méme que pour un KO de
genes dont les produits interviennent dans les cascades de signalisation intracellulaire initiées
par les quatre récepteurs Notch (Shi et Stanley, 2003). Ceci confirme, s’il le fallait, le rdle
primordial de la O-fucosylation dans les voies de signalisation par Notch et par conséquent

dans le développement embryonnaire.

Le greffage de résidus O-fucoses par I’enzyme Pofutl sur les domaines EGF de Notch
et de ses ligands est un événement incontournable dans le déclenchement des voies de

signalisation, puisque c’est leur allongement ou non par les enzymes de la famille Fringe qui
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va moduler leurs interactions. En effet, I'action des enzymes de la famille Fringe sur certains
domaines EGF du récepteur Notch de drosophile, les EGF 12 et 24 a 28, va potentialiser son
interaction avec Delta et inhiber celle avec Serrate (Rampal, Arbolaveda-Velasquez et al.,
2005). Chez la drosophile, un KO du geéne Fringe peut &tre complémenté par n’importe
laquelle des enzymes Fringe de souris (Johnston et al., 1997). Cependant, les fonctions de
Notch se trouvent étre modifiées dans certains organes comme le cerveau et au niveau de
certaines structures comme les pattes (Rampal, Li et al., 2005). Une souris KO pour le geéne
Lfng présente des défauts dans la formation des muscles squelettiques suite a un probléme de
somitogenese et meurt peu apres la naissance, alors qu'une souris KO pour le géne Rfng ne
présente aucun phénotype particulier. Le phénotype du double mutant Lfng/Rfng -/- est le
méme que celui de Lfng -/- (Zhang, Norton et al., 2002). Pour l'instant, aucune donnée de ce
type n'est disponible concernant le géne Mfng. L'allongement du O-fucosylglycane par
I'enzyme B4Gal-T1 semble également nécessaire a la modulation de l'interaction entre Notch
et ses ligands. En effet, bien qu'une souris mutante pour ce géne naisse sans probléme
apparent, I'observation de son développement embryonnaire montre de séveres altérations de
la somitogenese (Chen et al., 2006). Le phénotype discret de 1’adulte mutant est sirement di
a une activité redondante des B4Gal-Ts. L'allongement en tétrasaccharide ne semble pas
absolument nécessaire a la signalisation par Notch et ses ligands. En effet, les cellules CHO
lec2 déficientes dans le transport du CPM-acide sialique, du fait de I’expression d’isoformes
protéiques inactives du transporteur présent dans la membrane de 1’appareil de Golgi,

présentent une voie de signalisation par Notch normale (Chen et al., 2001).
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2.2 Deécouverte récente d’une enzyme homologue

a Pofutl, la O-fucosyltransférase 2

2.2.1 Une seconde cible de la O-fucosylation, les TSR

Comme nous le verrons par la suite, la caractérisation de 1’activité de I’enzyme Pofut2
est récente. Nous savons aujourd’hui, qu’elle est responsable du greffage de résidus fucoses
sur les acides aminés sérine et thréonine présents dans les motifs TSR (Thrombospodin type I
repeats). Les premiers domaines TSR O-fucosylés décrits ont été ceux de la trombospondine I
humaine (Hofsteenge et al., 2001; Gonzalez de Peredo et al., 2002). C’est une glycoprotéine
présente sur les granules o des plaquettes sanguines qui a un rdle dans leur agrégation
(Legrand et al., 1992) et dans le maintien de la structure des filaments de fibrine lors de la
formation des caillots sanguins (Bale, 1987). Elle peut également étre sécrétée par des cellules
en croissance et interagir avec des protéines de surface, de la matrice extracellulaire ou des
protéines solubles. De par ses roles dans la modulation des interactions cellulaires, elle
participe a de nombreux processus physiologiques : développement du systéme nerveux,
immunité, angiogenése, inflammation, activation des facteurs de croissance (Mosher, 1990;

Frazier, 1991; Roberts, 1996; Adams et Tucker, 2000).

La trombospondine I humaine posséde 3 domaines TSR, tous O-fucosylés. D’autres
protéines de la méme famille telles que la properdine humaine (un régulateur positif de
I’activation du complément) et la F-spondine de rat (protéine de la matrice extracellulaire qui
interviendrait entre autres dans le développement de la mdelle épiniére et du systéme nerveux)
comportent respectivement 6 et 5 domaines TSR dont 4 sont O-fucosylés (Hofsteenge et al.,

2001; Gonzalez de Peredo et al., 2002). C'est la comparaison des sites de O-fucosylation de

63



Exposé bibliographique : La O-fucosylfransférase 2

ces protéines qui a permis de définir le motif peptidique consensus, WXsC'X5.3(S/T)C*X,G,
nécessaire a la O-fucosylation des TSR (Hofsteenge et al., 2001). Une analyse in silico des
domaines TSR présents dans 88 protéines humaines indique que 63 d'entre-elles (la
thrombospondine 2, certaines sémaphorines, divers facteurs du complément, etc.) possédent

ce motif consensus, suggérant que la O-fucosylation des domaines TSR serait répandue.

Le O-fucose présent sur les domaines TSR peut rester a I'état de monosaccharide.
Néanmoins, la plupart du temps, celui-ci est allongé en disaccharide de structure :
GlcB1,3Fucal-S (Hofsteenge et al., 2001; Gonzalez de Peredo ef al., 2002). En effet, les 3
domaines TSR de la thrombospondine I humaine et 4 de la properdine sont modifiés par cette
structure disaccharidique. Cependant, a I’heure actuelle, aucune information n’est disponible a
propos de I’allongement éventuel des O-fucoses présents sur la F-spondine (Gonzalez de
Peredo et al., 2002). Ce O-fucosylglycane que I’on sait désormais porté par les domaines TSR
avait été depuis longtemps mis en évidence par chromatographie, dans l'urine humaine
(Hallgren et al., 1975), puis plus récemment, dans les cellules CHO (Moloney et al., 1997),

sans pour autant savoir sur quelles protéines il était greffé.

En 1999, Moloney et Haltiwanger caractérisent une activit¢ fucose-f1,3-
glucosyltransférase (B3-GlcT) dans les cellules CHO. Ils utilisent alors un accepteur qui est
un compos¢ aromatique de faible poids moléculaire, le para-Nitrophényl-a-L-fucose (pNp-a-
L-fucose), substrat qui s’affranchit de la portion peptidique a I’époque non connue. La [3-
GIcT contenue dans la fraction soluble est capable de transférer le glucose d'un substrat
donneur activé, I'UDP-glucose, sur le résidu fucose, ceci en présence d’ions Mn**. Une telle
activité a aussi pu étre mesurée dans des extraits protéiques cellulaires chez différentes
espéces comme 1I’Homme, la souris, le rat et le poulet (Moloney et Haltiwanger 1999).
Récemment, il a ét¢ démontré que c’est cette enzyme qui est responsable de l'allongement en
disaccharide du O-fucose présent sur les domaines TSR (Luo, Koles et al., 2006; Luo, Nita-
Lazar et al., 2006) (Fig.20.). Toutefois, nous ne disposons d’aucune information au niveau

moléculaire concernant le géne ou la protéine assurant cette fonction enzymatique.
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Figure 20 : Structure d'un O-fucosylglycane greffé sur un domaine TSR.
d'aprés Luo, Nita-Lazar ef al., 2006.

2.2.2 Caracterisation de I’enzyme Pofut2

Pofut2 fut citée pour la premicre fois dans la littérature, en 2002 par Roos et ses
collaborateurs, lors d'une étude globale du génome de la drosophile qui concernait
l'identification de génes codant des enzymes impliquées dans le métabolisme des glycanes
fucosylés. Cette étude leur a permis de reconnaitre, sur la base d'homologies avec Pofutl, ce
second geéne codant potentiellement une O-fucosyltransférase chez la drosophile et 'Homme,
nommé respectivement Ofut? et POFUT2 (Roos et al., 2002). Une analyse phylogénétique
montre que ce gene est présent chez de nombreux autres Métazoaires et chez certains

protozoaires du genre Plasmodium (Martinez-Duncker et al., 2003).

Ce n’est que cette année qu’un test d'activité a mis en évidence la présence d'une
enzyme, dans les cellules CHO, capable de O-fucosyler les TSR (Luo, Panin et al., 2006).
Pour sa réalisation, du GDP-L-fucose (substrat donneur), le troisieme domaine TSR de Ila
thrombospondine I humaine (substrat accepteur) et du Mn®" (cation divalent) ont été utilisés.
Dans le méme temps, les auteurs ont aussi démontré que I’enzyme Ofut2 de drosophile est
capable de réaliser ce greffage in vitro. Toutefois, un domaine TSR possédant une
conformation tridimensionnelle correcte impliquant la formation de trois ponts disulfures est

indispensable a la catalyse enzymatique. De facon plus étonnante, ’enzyme Ofut2, a la
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différence de la majorité des fucosyltransférases, est toujours active en absence de cation
divalent (Luo, Koles et al., 2006). L’activité enzymatique de Pofut2 sur des domaines TSR
serait cependant beaucoup plus faible que celle mise en évidence pour I’enzyme Pofutl sur
des domaines EGF. De fagon légitime, on peut donc s’interroger sur 1’existence d’autres

substrats accepteurs vis a vis desquels I’activité de Pofut2 serait plusforte.

C'est avant de découvrir les fonctions de 1'enzyme Pofut2, en étudiant les génes du
chromosome 21 humain pouvant étre impliqués dans le phénotype du syndrome de Down,
que Menzel et ses collaborateurs en 2004 ont identifi¢ et cartographi¢ le gene POFUT?2
humain au locus 21q22.3. Ce géne est constitué¢ d'au moins 10 exons et 1’épissage alternatif de
son transcrit primaire donne naissance a 3 variants transcriptionnels. Le variant A
(NM_015227) est issu du non épissage des introns 8 et 9, le variant B (NM_133634), d’un
épissage alternatif dans I’exon 8 et le variant C (NM_133635), du méme épissage dans I’exon
8, ce variant ne possédant pas I’exon 9. Ils codent respectivement des protéines de 424, 380 et
429 acides aminés (Fig.21.). Parmi ces trois variants, seul le C coderait la protéine

potentiellement active chez I’Homme (Luo, Nita-Lazar et al., 2006).
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Figure 21 : Représentation de I'organisation génomique du géne POFUT?2 humain et de ses

variants transcriptionnels.
Les régions non traduites des transcrits sont en vert; les tailles des exons sont indiquées sous la structure du géne
(en pb); les tailles des introns sont notées dans le tableau ci-dessus.
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Menzel et ses collaborateurs (2004) ont également identifié¢ in silico, les génes Pofut2
du nématode Caenorhabditis elegans et de la souris. Les protéines correspondantes possedent
respectivement 45% (Q8WRS1) et 92% (NP_084538) d'identité avec la protéine issue du
variant C humain. Chez C. elegans, le gene Pofut2? (aussi nommé Pad-2 pour patterning
defective-2), situé¢ sur le chromosome III, est constitué de 5 exons répartis sur environ 2Kb.
Chez la souris, il se trouve sur le chromosome 10 au locus C1 et comporte au moins 9 exons.
Pour l'instant, un seul transcrit murin, codant une protéine de 429 acides aminés et orthologue

du variant C humain, est répertori¢ dans les banques de données (Fig.22.).

Geéne Pafut2 5 q - - = = 3
murin el A :]_..J "E =g =
154 251 145 111 67 126 181 126 1070
AUG UGA

Transcrit - 5 - - = pr— -
ORF = 1290 pb L 1 o, ] A .__] o _i-

Introns 1 2 3 4 5 6 7 g

Tailles en pb 1120 | 1612 | 683 1580 | 813 951 90 1219

Figure 22 : Représentation de I'organisation génomique du géne Pofut2 murin et de son variant

transcriptionnel.
Les régions non traduites des transcrits sont en vert; les tailles des exons sont indiquées sous la structure du géne
(en pb); les tailles des introns sont notées dans le tableau ci-dessus.

Le géne Pofut? est présent en une seule copie dans le génome de tous les Métazoaires
étudiés jusqu'a présent (Menzel et al., 2004). 11 est relativement bien conservé. Tout comme
pour le géne POFUT1, des transcrits, correspondant au géene POFUT2 sont détectés dans tous
les tissus humains analysés (colon, foie, rate, reins, coeur et cerveau) et correspondent
majoritairement aux variants B et C (Menzel et al., 2004). Les données bibliographiques a
propos de Pofut2 sont peu nombreuses et la plupart trés récentes. Néanmoins, sa large
répartition tissulaire laisse présager d’un role fondamental pour la O-fucosylation de type 2

dans le métabolisme cellulaire.
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La localisation exacte de 1'enzyme Pofut2 reste sujette a discussion. La transfection de
cellules COS-7 avec une construction permettant l'expression d'une protéine POFUT2
humaine fusionnée avec un marqueur fluorescent (eGFP) révele une localisation golgienne
(Menzel et al., 2004). Cependant, ces expériences ont été conduites avec 'ORF du variant B
humain qui code potentiellement une protéine inactive due a un épissage alternatif du transcrit
et a l'usage d'un codon stop prématuré. Derni¢rement, une localisation réticulaire pour
l'enzyme Pofut2 a ét¢ démontrée (Luo, Nita-Lazar et al., 2006). Des expériences
d'ultracentrifugation sur des extraits protéiques de cellules COS-1 révélent une activité¢ O-
fucosyltransférase 2 dans le surnageant, contrairement a l'activité 4-galactosyltransférase 1
(témoin de localisation golgienne) qui se trouve dans le culot. Pofut2 serait donc une protéine
soluble. L’analyse de I’extrémité N-terminale des séquences peptidiques de Pofut2 chez
I'Homme, la souris, la drosophile et Caenorhabditis, montre 1’existence d'un peptide signal
d’adressage au RE. Néanmoins, celles-ci ne possédent pas de signal de rétention du RE de
type KDEL. Toutefois, il est possible que d’autres motifs non consensus soient impliqués

dans le mécanisme de rétention réticulaire.

Les O-fucosyltransférases 2 de Mammiféres possédent 3 sites potentiels de N-
glycosylation. Aucune étude n'a encore porté sur ceux-ci. Cependant, si I’enzyme Pofut2, tout
comme Pofutl, est effectivement localisée dans le RE, on peut penser que les N-glycanes sont

de type oligomannosidique voire hybride.

2.2.3 Roles du O-fucose des domaines TSR

La thrombospondine I (TSP1) est une protéine O-fucosylée impliquée dans de
nombreux processus biologiques (agrégation des plaquettes sanguines, maintien de Ia
structure des filaments de fibrine, interactions cellulaires). Bien que le rdle des O-
fucosylglycanes qu’elle porte ne soit pas déterminé pour l'instant, il semblerait que les régions
peptidiques O-fucosylées soient impliquées dans D’interaction de la protéine avec de
nombreux partenaires (Adams et Tucker, 2000). Par exemple, son activité anti-angiogénique
serait due a I’interaction de la séquence YC'SVTC?G du TSR1 avec le CD36 présent a la
surface des cellules endothéliales (Asch et al, 1992). De méme, la séquence CISVIC2G

présente sur les TSR2 et 3 de TSPI constituerait un site important pour les interactions
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cellule-cellule (Asch et al., 1992). La O-fucosylation des TSR pourrait donc influencer les
interactions entre des protéines extracellulaires de fagon analogue aux O-fucosylglycanes

présents sur les récepteurs Notch.

La seule étude réalisée in vivo afin d’appréhender le rdle de la O-fucosylation de type
2 concerne le nématode Caenorhabditis elegans (Menzel et al., 2004). Elle montre que
l'inhibition de I'expression du géne Pofut2 par ARN interférence entraine la mort de 17% des
embryons. Sa surexpression semble avoir une pénétrance plus forte puisque 83% des
embryons meurent. Dans les deux cas, les individus survivants présentent d'importants
problémes développementaux avec arrét du développement dans certains cas, mauvais
positionnement des organes (muscles, intestin), infertilité, problémes neuronaux,
malformations du corps et difficulté de mouvements. Comme Pofutl, Pofut2 serait un élément

incontournable du bon développement embryonnaire et de la survie d’un organisme.
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2.3 Caractéristiques moléculaires et fonctionnelles

des O-fucosyltransférases

Les deux enzymes Pofutl et Pofut2 ont chacune une activité¢ bien définie. L'enzyme
Pofutl ne greffe pas de fucose sur les TSR. De méme, Pofut2 n’utilise pas les EGF comme
accepteurs. De plus, les glycosyltransférases responsables de 1'¢longation des O-fucoses sont
différentes selon I'accepteur (EGF ou TSR). En effet, les membres de la famille Fringe sont
incapables d'allonger le O-fucose présent sur un TSR. Enfin, il n’est pas connu de situation ou
le O-fucose greffé sur un EGF est allongé par un glucose. Ces observations prouvent que
I’action des enzymes Fringe et B3-GlcT s’accomplit par la reconnaissance simultanée du O-

fucose et du motif peptique (EGF ou TSR) qui le porte (Luo, Koles et al., 2006).

Le fait que Pofut2, tout comme Pofutl, ne fucosyle que des accepteurs peptidiques
correctement repliés, suggére un role de ces enzymes dans le «controle qualité» du repliement
des protéines possédant des domaines EGF ou TSR et présentes dans la lumiére du RE.
Cependant, le fait que trés probablement ces deux enzymes soient réticulaires souléve un
probléme d'accessibilité¢ a leur substrat donneur, le GDP-L-fucose. En effet, ce dernier est
synthétisé dans le cytoplasme (Fig.23.) et jusqu'a présent, seul un transporteur golgien est
connu (Abeijon et al., 1997). Une perte de fonction de ce transporteur chez I’ Homme, due a
des mutations génétiques, est a l'origine d'un syndrome de type CDG, nommé LADII
(Leukocyte Adhesion Deficiency type II), caractéris¢ notamment par un retard de croissance,
des problémes immunitaires et neurologiques (Etzioni et al., 1992). Des analyses effectuées
sur les protéines de patients atteints de ce syndrome montrent que la fucosylation des N-
glycanes est extrémement réduite, alors que la O-fucosylation au niveau des EGF et TSR est
beaucoup moins affectée (Lubke et al., 1999 et 2001; Sturla et al., 2001; Etzioni et al., 2002).
De plus, une étude récente sur des mutants de drosophile dont le géne codant le transporteur
de GDP-fucose (Gfr) a été invalidé, montre que la O-fucosylation du récepteur Notch est
affectée, mais a un degré moindre que la fucosylation des N-glycanes qu’il porte (Ishikawa et

al., 2005). Quoi qu’il en soit, les mutants homozygotes sont viables. Ces résultats suggérent
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l'existence d'un autre mécanisme, conservé chez la drosophile et les Mammiféres, de transport

du GDP-fucose dans le RE.
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Figure 23 : Biosynthese du GDP-fucose.

Chez les Mammiféres, le GDP-fucose peut étre synthétisé par deux voies. La voie de novo, a droite, est
caractérisée par la conversion progressive du GDP-mannose en GDP-fucose. La deuxiéme voie dite de sauvetage
permet de former du GDP-fucose directement a partir de fucose libre. Le GDP-fucose synthétisé est alors
transporté depuis le cytoplasme vers la lumiére de I’appareil de Golgi, via le transporteur de GDP-fucose golgien
schématisé ici par un rectangle bleu (d’aprés Becker et Lowe, 2003).

Les enzymes Pofutl et Pofut2 présentent entre elles peu d'homologie de séquences (a
titre d’exemple, 23% d’identit¢é chez 1'Homme). Néanmoins, elles possédent des
caractéristiques communes telles qu'une séquence signal d'entrée dans le RE, la présence de
sites potentiels de N-glycosylation et un motif DXD. Ce dernier se retrouve chez de
nombreuses glycosyltransférases et serait impliqué dans la reconnaissance du groupement

phosphate du nucléotide-sucre donneur (Gotting et al., 2004) (Fig.24.).

Ces deux enzymes ont également des caractéristiques communes avec d'autres
fucosyltransférases. En effet, Pofutl, Pofut2, les a2- et les a6-fucosyltransférases ont en

commun trois motifs peptidiques conservés (I, II et III) (Martinez-Duncker et al., 2003)
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(Fig.24 et 25.) impliqués dans la catalyse enzymatique (Breton et al., 1998; Chazalet et al.,
2001). Il est proposé¢ que les geénes codant toutes ces fucosyltransférases soient le résultat
d’événements de duplication a partir d'un ancétre commun et qu’une évolution divergente soit

a ’origine des trois familles d’enzymes reconnues aujourd’hui (Martinez-Duncker et al.,

2003).

POFUT1  nm, Morit 1 [ Moif T Mot i coOH

POFUT2  nNm, Motif1 [ wporifn [ Morrm [ COOH

Figure 24 : Représentation schématique des enzymes POFUT1 et POFUT2 humaines.
Le peptide signal est en rose, les motifs conservés entre les a2-, 06- et les O-fucosyltransférases en orange, les
sites potentiels de N-glycosylation en jaune, le DXD en violet et le KDEL-like de POFUT] en vert.
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Figure 25 : Alignement des motifs conservés d‘a2, a6- et O-fucosyltransférases.

Les acides aminés conservés a 70% dans au moins deux familles sont représentés sur un fond noir, ceux
conservés a 70% dans une seule famille sont représentés sur un fond gris. Les acides aminés [VILM], [YFW],
[RKH] et [EDQN] sont considérés comme étant équivalents du point de vue de leurs propriétés physico-
chimiques (extrait de Martinez-Duncker et al., 2003).
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2.4 Existe t’1l une troisieme O-fucosyltransférase ?

Du O-fucose a été trouvé sur l'inhibiteur de protéinase, PMP-C (Pars intercerebralis
Major Peptide C), chez le criquet migrateur Locusta migratoria. La PMP-C possede 6
cystéines conservées comme les EGF et les TSR; cependant, elles sont impliquées dans la
formation de 3 ponts disulfures différents (C'-C*/C%-C%C>-C°). De plus, la séquence cible de
la O-fucosylation est distincte des séquences consensus précédemment décrites (Nakakura et
al., 1992). Tres peu de données sont disponibles sur la O-fucosylation de cette protéine, mis a
part le fait qu'elle serait impliquée dans sa stabilisation (Mer ef al., 1996). Il n'a pas été
déterminé si Pofutl, Pofut2 ou une nouvelle O-fucosyltransférase était responsable de la O-
fucosylation de cette protéine. Si une telle enzyme existe, elle doit étre suffisamment
divergente des deux premicres pour expliquer qu’on ne puisse 1’identifier in silico sur la base

d’homologie de séquences.
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2.5 O-fucosylation et développement

embryonnaire

La O-fucosylation des domaines EGF, la plus étudiée aujourd’hui, est une
modification post-traductionnelle essentielle au fonctionnement correct de plusieurs protéines,
dont Notch et ses ligands (Moloney, Panin et al., 2000; Moloney, Shair et al., 2000; Panin et
al., 2002), eux mémes impliqués dans de nombreux processus développementaux telle que la

régulation du processus myogénique qui nous intéresse plus particulierement.

En 2003, des observations phénotypiques et moléculaires sur des souris KO pour le
geéne Pofutl, créées par Shi et Stanley, ont confirmé le role prédominant de la O-fucosylation
dans le développement embryonnaire. En effet, les souris KO meurent au stade embryonnaire

E9,5 suite a de nombreux dysfonctionnements dans divers processus développementaux.

Les souris KO pour le géne Pofutl présentent, en effet, un important retard
développemental dans les processus de vasculogenése et de cardiogenese. A titre d’exemple,
au stade ES8,25, leur coeur est beaucoup plus petit que celui des souris témoins et leur
croissance s’arréte au stade E8,75. Ces souris sont également affectées au niveau de la

neurogenese. Leur tube neural n’est pas rectiligne et présente de nombreuses circonvolutions.

La malformation qui nous intéresse le plus, étant donné le cadre de nos travaux, est un
important défaut de formation des somites. Comme nous le verrons dans le chapitre 3, les
somites sont des structures embryonnaires a partir desquelles dérivent, entre autres, les
cellules des muscles squelettiques. Au stade ES8,5, les souris Pofutl -/- sont de taille
équivalente aux souris sauvages. Néanmoins, les somites postérieurs adjacents au mésoderme
pré-somitique sont fusionnés. D’autres somites situés dans la partie antérieure des embryons
sont également fusionnés et sont de taille et de forme variables. Au stade E8,75, des

expériences d’hybridation in situ montrent que des transcrits codant le récepteur Notchl sont
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exprimés comme chez I’embryon de souris sauvage, bien que de facon plus diffuse (Fig.26a.),
alors que le géne Hes5 (un des geénes activés par les cascades de signalisation de Notch) est
exprimé de fagon moindre par rapport a un embryon sauvage (Fig.26b.). Ce résultat montre
une non fonctionnalité du récepteur Notchl lié¢ a 1’absence de O-fucose sur ses domaines
EGF. Par contre, au stade E9, I’expression des transcrits Notchl a diminué et est plus faible
que chez une souris sauvage (Fig.26c¢.), confirmant que le récepteur Notchl autorégule sa
propre expression durant la somitogenése (Barrantes et al., 1999). De méme, 1’expression des
transcrits codant les ligands de Notch, Jaggedl (Jagl) et Delta3 (DII3), ainsi que ceux codant
Lunatic Fringe (Lfng), est plus faible au niveau des somites chez les souris KO (Fig.26d, e et
f.) alors que dans d’autres tissus comme le cerveau ou le tube neural, DI//3 ou Lfng sont
respectivement surexprimés (Fig.26 e et f.). De tels résultats révelent I’existence de
mécanismes complexes de rétrocontrdles, négatifs et positifs, s’excerc¢ant entre les différents

intervenants des voies de signalisation par Notch.

Au stade E9,5, les embryons murins KO pour le géne Pofut! meurent. Ils présentent
un important retard développemental avec, entre autres, un nombre de somites largement
inférieur a la normale. De plus, ces embryons présentent une expression moindre des
transcrits codant la Myogénine (Fig.26g.) qui est un facteur de transcription impliqué dans la
détermination et la différenciation des cellules musculaires. Ainsi, 1’analyse de son niveau
d’expression est souvent utilisée comme marqueur du myotome, portion des somites

contenant les cellules souches musculaires.
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Figure 26 : Expression des geénes impliqués dans les voies de signalisation par Notch chez les

embryons de souris sauvages (gauche) et mutants Pofutl -/- (droite).

a: Notchl au stade ES8,75; I’expression est la méme au niveau des somites adjacents au mésoderme pré-
somitique bien que plus diffuse chez I’embryon KO. b : Hes5 au stade ES8,5; chez I’embryon sauvage, le géne est
exprimé dans le systéme nerveux et les somites, mais son expression est trés diminuée chez 1’embryon KO. c :
Notch 1 au stade E9; I’expression est plus forte au niveau du mésoderme pré-somitique chez I’embryon sauvage
alors qu’elle est plus importante dans le cerveau de I’embryon KO (indiqué par une étoile). d, e et f: Jagl, DII3
et Lfing sont régulés négativement au niveau des somites postérieurs de I’embryon KO. e : La surexpression de
DII3 dans le cerveau de I’embryon KO est indiqué par une téte de fleche. f: La surexpression de Lfng dans le
tube neural de I’embryon KO est indiquée par une étoile. g : Myogénine au stade E9,5; des transcrits Myogénine
sont trés faiblement détectés au niveau des quelques somites que posséde ’embryon KO. Le retard
développemental de ce dernier est flagrant. En effet, sa taille n’atteint pas le tiers de celle d’un embryon murin
sauvage (extrait de Shi et Stanley, 2003).

L’enzyme O-fucosyltransférase 1 est donc absolument nécessaire au développement et
a la survie d’un organisme, en particulier, par son action sur les membres de la famille Notch.
Les phénotypes des souris KO pour le géne Pofutl sont, en effet, les mémes que ceux générés
par des KO de geénes codant des protéines intervenant en aval des voies de signalisation des
quatre récepteurs Notch présents chez les Mammiféres. L’enzyme Pofutl participe donc au

développement et a la segmentation correcte des somites, nécessaire a leur devenir

myogénique.
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Pour I’instant, aucune protéine impliquée dans le processus myogénique n’a été décrite
comme possédant des domaines TSR O-fucosylés ou méme O-fucosylables. Cependant, il est
intéressant de noter que les expériences d’ARN interférence et de surexpression du gene
Pofut? chez C. elegans (Menzel et al., 2004) ont provoqué de nombreuses malformations
avec notamment, une mauvaise compartimentation et localisation des précurseurs musculaires
(body wall muscle cells), équivalents des cellules somitiques des Mammiféres. La O-

fucosylation de type 2 pourrait donc jouer un réle au cours du développement musculaire.
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Pourquoi glycosylation et
myogenese ?

Un des aspects de mon travail de thése a consisté a rechercher le lien unissant la O-
fucosylation et la différenciation de la cellule musculaire. La myogenése est un processus
extrémement complexe, nécessitant de nombreuses interactions cellulaires. La O-fucosylation
n’est évidemment pas la seule modification post-traductionnelle y jouant potentiellement un

role important.

Ainsi, I'unité de recherche dans laquelle j’ai réalisé mes travaux de thése, s’intéresse
aux roles joués par les glycocongugués dans les étapes de prolifération et de différenciation de
la cellule musculaire. Plusieurs données bibliographiques récentes soulignent I’importance
fonctionnelle des glycoprotéines et des protéoglycanes dans les processus myogéniques et la
physiologie du muscle squelettique. Certaines pathologies neuromusculaires sont, en effet,

dues a des mutations dans des génes de glycosyltransférases.

Cette partie de I’exposé bibliographique est dédiée a la présentation de quelques
exemples soulignant I’intérét d’établir une relation étroite entre la glycosylation et le

développement ou la physiologie du muscle.
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> La N-glycosylation est importante pour la fusion des cellules musculaires

Bien que les données sur l'importance des N-glycanes lors de la myogenése soient tres
peu nombreuses, nous savons que durant les processus de fusion cellulaire conduisant a terme
a la formation des myotubes et des fibres musculaires (cf. Chapitre suivant), la composition

en N-glycoprotéines de la surface cellulaire est modifiée.

En 1986, Holland et Herscovics ont utilis¢é sur des myoblastes L6 en culture un
inhibiteur de glucosidases (N-méthyl-1-deoxynojirimycine ou MDJN) ou un inhibiteur de
mannosidases (1-deoxymannojirimimycine ou ManDJN), ceux-ci inhibent la formation des N-
glycanes complexes en empéchant la formation du précurseur : MangGlcNAc,. Les auteurs
ont montré que l'utilisation du MDJN bloque la fusion des myoblastes alors que 1'utilisation
du ManDJN a peu d'effet. Ils en ont déduis que les N-glycanes complexes ne sont pas
nécessaire a la fusion myoblastique alors que les N-glycanes oligomannosidiques doivent
avoir un role. L'absence de fusion des cellules traitées avec le MDIN est sans doute da a la
présence sur des glycoprotéines de surface de glycanes GlcsManyGIcNAc,, les glucoses qui
normalement ne devraient pas étre présents empéchent sans doute la reconnaissance entre des
protéines de surface dont les interactions sont nécessaires a la fusion. En 1984, Cates et ses
collaborateurs ont isolé¢ un mutant spontané de cette lignée incapable de fusionner pour former
des myotubes. Il s’est avéré que ce mutant était déficient dans le transfert des résidus
mannoses sur le dolicholpyrophosphate et ne pouvait donc pas assurer la biosyntheése normale

des N-glycanes.

Une étude plus récente montre que des souris KO pour le géne Mgatl, codant la
GlcNAc transférase I (GlcNAc-TI), impliquée dans la premiere étape de la formation des N-
glycanes complexes et hybrides, meurent in utero au bout du dixieme jour (E10) suite a des
malformations du tube neural et & un mauvais établissement des axes embryonnaires (Metzler
et al., 1994). Cette souris est beaucoup plus petite que la souris sauvage et présente un retard

dans le développement des somites (20 contre 26 somites chez la souris sauvage a E9,5).

> Les protéoglycanes interviennent dans la myogenése a plusieurs niveaux

Les cellules des muscles squelettiques sont recouvertes d’une importante
matrice extracellulaire (MEC). D’une architecture complexe, la MEC est formée de

glycoprotéines, de collagéne et de protéoglycanes. Outre son role dans la plasticité du muscle
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adulte, I’expression spatio-temporelle de ses constituants crée un micro-environnement autour
des cellules musculaires, favorisant ou inhibant ses interactions avec des ligands potentiels

et/ou avec des cellules voisines.

Les protéoglycanes interagissent avec les fibres de collagéne et ainsi contribuent a
I’organisation de la MEC. Ils interviennent dans la modulation des signaux extérieurs
(ligands) destinés a la cellule. Au sein de la MEC, les protéoglycanes jouent des rdles
importants dans le processus myogénique en modulant, par exemple, la prolifération
cellulaire, la réponse aux facteurs de croissance et la fibrillogenése (Velleman, 1999). Ainsi,
la composition en protéoglycanes de la MEC change au cours du développement musculaire.
On observe en effet, une transition entre une MEC riche en chondroitines sulfates au début du
développement et une MEC riche en dermatanes et héparanes sulfates lors de la fusion des
myoblastes. Ce basculement dans la composition de la MEC a été observé chez le poulet
(Fernendez et al., 1991), la souris (Young et al., 1990) et la dinde (Velleman ef al., 1999). 11
semblerait donc que les différents types de protéoglycanes présents a la surface des cellules

musculaires aient des fonctions spécifiques durant la myogenese.

La capacité du tissu musculaire a se régénérer en cas de blessure est une propriété liée
a la présence, entre la lame basale et la fibre musculaire, de cellules mononucléés, les cellules
satellites. A la naissance, les cellules satellites comptent pour environ 32% des cellules
musculaires contre 5% chez I’adulte. Ces cellules sont quiescentes, mais la réception de
signaux extérieurs provenant du tissu 1és¢ va leur permettre de proliférer a nouveau et de se
différencier en myotubes pour former de nouvelles fibres musculaires. Les mécanismes
gouvernant la différenciation de ces cellules ressemblent a ceux intervenant au cours du
développement embryonnaire. Ils sont modulés a la fois par des interactions cellule-cellule,
cellule-MEC et MEC-facteurs de croissance. Zimowska et ses collaborateurs ont montré en
2001, qu’un traitement par des agents capables de mimer des protéoglycanes a heparane
sulfate accélere le processus de régénération d’un muscle de rat, in vivo, aprés blessure et
dénervation. De plus, in vitro, ce traitement augmente la prolifération et la différenciation de
cellules satellites musculaires de rat et de cellules myoblastiques murines de la lignée C2.7
(Papy-Garcia et al., 2002). Les cellules myoblastiques murines de la lignée C2C12 cultivées
en présence d’inhibiteur spécifique de la synthése de certains des protéoglycanes a héparane
et chondroitine sulfate (héparitinase, chondroitinase) ne peuvent plus se différencier en
myotubes (Villena et Brandan, 2004). A D’inverse, un traitement de ces cellules par des

protéoglycanes a héparane sulfate ou des structures capables de les mimer (RGTA,
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ReGeneraTing Agents) accélere leur prolifération et leur différenciation (Zimowska et al.,

2001; Papy-Garcia et al., 2002).

> La O-N-acétylglucosaminylation régule la physiologie du muscle

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 1 de cet exposé bibliographique, la O-N-
acétylglucosaminylation est largement répandue au sein des cellules eucaryotes soulignant un

role physiologique fondamental inhérent a cette modification post-traductionnelle.

La O-N-acétylglucosaminylation est une modification réversible catalysée par
I’enzyme OGT. Elle aurait un role régulateur similaire a celui du systeme de
phosphorylation/déphosphorylation. De plus, ces deux modifications sont souvent réciproques
sur un méme acide aminé (S/T) d'une protéine. Cette relation étroite entre présence de O-
GlcNAc ou de phosphate est nommée le Yin-Yang (Lefevre ef al., 2003). Au sein d'une
cellule, le taux d'UDP-GIcNAc, substrat donneur de I’enzyme OGT, est régulé par le taux de
glucose (Hanover ef al., 1999; Wells et al., 2003). Les phénoménes de contraction musculaire
sont également dépendants du métabolisme du glucose et sont, entre autres, régulés par des
processus de phosphorylation/déphosphorylation. Ces observations ont conduit Cieniewski-
Bernard et ses collaborateurs en 2004 a s'intéresser a la O-N-acétylglucosaminylation dans le
muscle squelettique de rat. Les O-GIcNAc seraient impliquées dans la physiologie du muscle
en controlant le métabolisme du glucose par la modulation de l'activit¢ des enzymes de la
glycolyse. Le passage d'un état oxydatif (lent) & un état glycolytique (rapide) d’un muscle
s'accompagne, par exemple, d'une diminution du taux de O-GlcNAc d'environ 20,4%. La O-
N-acétylglucosaminylation, intervenant sur des protéines spécifiques du muscle (aB-
crystalline, chaines de myosines), serait aussi impliquée dans le maintien de leur homéostasie
et serait donc un élément régulateur de l'atrophie musculaire (Cieniewski-Bernard et al.,

2005).

> La O-mannosylation est impliquée dans la survenance de dystrophies

musculaires

Assez récemment, les modifications post-traductionnelles des protéines sont devenues
les cibles de nouvelles recherches sur les dystrophies musculaires. Plusieurs pathologies de ce
type sont connues chez ’'Homme : le WWS (Walker Warburg Syndrome), le MEB (Muscle-
Eye-Brain desease), le FCMD (Fukuyama Congenital Muscular Dystrophy), les CMDI1C et
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1D (Congenital Muscular Dystrophy type 1C/1D), le LGMD2I (Limb Girdle Muscular
Dystrophy type 2I) (Grewal et Hewitt, 2003) et chez la souris, le myd (Myodrystrophy)
(Grewal et al., 2001). Toutes ces maladies possédent des symptomes communs (dystrophie
musculaire, malformation des yeux et du cerveau, parfois retard mental) et il est quelque fois
difficile de les diagnostiquer avec précision. Cependant, elles ont comme point commun la
perte de la O-mannosylation de la sous unité alpha du dystroglycane (o-dystroglycane), d’ou

leur nouveau nom de dystroglycanopathies.

Le dystroglycane est composé de deux sous unités, une o (O-mannosylée) et une 3 (V-
glycosylée). Il est le composant majeur du complexe DGC (Dystrophin-associated
Glycoprotein Complex) qui assure la liaison entre I’actine du cytosquelette et les composants

de la matrice extracellulaire (MEC) (Fig .27.)
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Figure 27 : Représentation schématique du complexe DGC.

Dans le muscle squelettique, le DGC est composé de Symphorine, de Dystrobrévine, de Dystrophine qui relie le
complexe membranaire a ’actine du cytosquelette, des deux sous-unités du Dystroglycane, des quatre sous-
unités du Sarcoglycane et du Sarcospan. Les N-glycanes sont indiqués en violet et les O-mannosylglycanes en
jaune. Plus de la moitié de la masse de I’a-dystroglycane est due a la présence de O-glycanes. Des mutations
dans les génes codant ces protéines résultent en une dystrophie musculaire. La laminine est un hétérodimeére
(sous unités a, B et y non représentées) qui relie le DGC a la MEC par I’intermédiaire des O-mannosylglycanes.
Extrait de Grewal et Hewitt, 2003.
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Plusieurs équipes de recherche ont isolé et caractérisé les O-mannosylglycanes
présents sur I’a-dystroglycane (Chiba et al., 1997; Sasaki et al., 1998; Smalheiser et al.,
1998) (cf. Chapitre 1).

Il a ét¢ démontré que des mutations dans les génes POMTI et POMGnTI étaient
responsables de certaines des dystroglycanopathies. En effet, une mutation dans le gene
POMTI est détectée dans 20% des patients atteints du WWS (De Bernabe et al., 2003). Un
deuxiéme geéne codant potentiellement une autre O-mannosyltransférase, POMT2, a été
identifi¢ (Willer et al., 2002). Peu de données sur ce géne sont actuellement disponibles,
néanmoins sa mutation pourrait étre également responsable de la survenance du syndrome de
Walker-Warburg (Van Reeuwijk et al., 2005), bien que celui-ci semble faiblement exprimé
dans le muscle squelettique (Willer et al., 2002). De méme, des mutations dans le géne
POMGnTI ont été décrites chez des patients atteints du MEB (Yoshida ef al., 2001; Zhang,
Betel et al., 2002).

La conséquence d'une telle atteinte de 1’a-dytroglycane est une fragilisation puis
probablement une altération de la membrane plasmique au fil du temps par les contractions
répétées, d’ou une intolérance a l’effort (cf. Association francaise contre la myopathie

www.afm-france.org) , ce qui entraine un déces a un age prématuré.

Le O-mannosylglycane de structure : NeuAca2,3Gal1,4GlcNAcB1,2Mana.1-O-S/T
ressemble beaucoup au O-fucosylglycane : NeuAca2/3,6Galf1,4GlcNAcp1,3Fucal-S/T,
trouvé sur les domaines EGF de certaines protéines. Les enzymes responsables de leur
allongement en tri- et tétrasaccharide pourraient étre les mémes. Ainsi, les données
actuellement disponibles sur D’implication des O-mannosylglycanes dans certaines
pathologies dystrophiques renforcent I’hypothese du réle possible des O-fucosylglycanes dans
le processus de myogenése. De méme, enrichir les connaissances sur la formation et le role
des O-fucosylglycanes pourrait permettre, a terme, de mieux comprendre I’implication des O-

mannosylglycanes dans le développement et la physiologie du muscle squelettique.

86



La glycosylation, et plus particulierement la O-fucosylation, intervient sur des
protéines aux roles biologiques fondamentaux, notamment durant l'embryogenése précoce. Le
greffage de O-fucose sur des protéines majeures (Notch et ses ligands, par exemple) serait
déterminant lors de la mise en place des axes embryonnaires et la détermination des cellules
souches dans diverses voies de différenciation. Au cours de ma these, je me suis intéressée a
la voie de différenciation de la cellule musculaire inscrite dans le mécanisme de Myogenéese.

Ce processus hautement régulé fait l'objet du troisieme chapitre de ce manuscrit.
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3 La myogenese du muscle squelettique
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Trois principaux types de muscles sont présents chez les Vertébrés et assurent des
fonctions relatives a la contraction cellulaire. Traditionnellement, ces trois types musculaires,
cardiaque, lisse et squelettique, sont distingués par leurs attributs structuraux et fonctionnels.
Dans cette partie, nous détaillerons seulement la formation du muscle squelettique. Le
développement du muscle squelettique lors de I'embryogenése est un processus complexe qui
consiste en une séquence d'évenements cellulaires incluant : la détermination des cellules
souches du mésoderme somitique ou paraxial en cellules de la lignée musculaire squelettique,
la prolifération des myoblastes précurseurs, leur sortie du cycle cellulaire et leur fusion en
myotubes polynucléés exprimant des protéines spécifiques du muscle squelettique différencié,

notamment celles du systéme contractile.
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3.1 Origine embryonnaire du muscle squelettique

Chez les Vertébrés, hormis quelques muscles de la téte qui dérivent du mésoderme de
la téte et du mésoderme pré-chordal, les cellules précurseurs myogéniques des muscles
squelettiques dérivent de cellules somitiques multipotentes (Eloy-Trinquet et Nicolas, 2002).
Les somites sont des structures embryonnaires sphériques transitoires situés de part et d'autre
du tube neural et de la notochorde, issues de la segmentation du mésoderme paraxial suivant

un axe antéro-postérieur (Fig.28.).
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Figure 28 : Représentation schématique de la somitogenese chez les Vertébreés.
D'apres Buckingham et al., 2003.

Peu de temps aprés leur formation, les somites vont se compartimenter en deux
parties, ventrale et dorsale. La partie ventrale donne le sclérotome, a I’origine des vertébres et

des cotes (Kalcheim ef al., 1999). La partie dorsale, aussi appelée dermomyotome, abrite les
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précurseurs de la lignée dermique du dos (dermatome) et de la lignée myogénique (myotome).
Cette partie des somites subdivisée en deux régions, médiane et latérale, est composée des
précurseurs de deux lignées myogéniques (Ordahl et Le Douarin, 1992). Dans la partie
médiane, les cellules restent dans le territoire somitique puis se différencient pour donner la
musculature paraxiale a l'origine des muscles intercostaux et paraspinaux associés a la
colonne vertébrale. Dans la moitié latérale, les précurseurs sont destinés a quitter le territoire
des somites pour migrer vers leur localisation finale ou ils formeront la musculature des

membres et de 1'abdomen (Christ et Ordahl, 1995; Brand-Saberi et Christ, 1999) (Fig.29.).
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Figure 29 : Représentation schématique de la somitogenese chez les Vertébrés.

Les cellules mésodermiques se condensent pour former les somites qui donnent deux types de tissus : le
sclérotome et le dermomyotome. Au final, a partir des somites, quatre types cellulaires vont se différencier : les
cellules du dermatome qui donneront les cellules dermiques du dos, les cellules du myotome qui apres migration
donneront la musculature des membres et de 1'abdomen, les cellules du myotome qui donneront la musculature
axiale, et les cellules du sclérotome qui donneront les cotes et les vertebres.

Les muscles de la région des membres sont donc formés a partir de cellules
précurseurs migratrices (Buckingham et al., 2003) issues de la partie ventro-latérale du
dermomyotome. Ces cellules somitiques dites « précurseurs » subissent un processus de
détermination qui les fait évoluer en cellules fusiformes, dénommées myoblastes présomptifs

ou prémyoblastes.

Chez les Vertébrés, apres s’étre détachés et avoir migré des somites jusqu’aux sites de
formation des muscles, les prémyoblastes proliferent, expriment différents geénes régulateurs
spécifiques du muscle et deviennent des myoblastes (Kenny-Mobbs et Thorogood, 1987,
Sabourin et Rudnicki, 2000). Arrivés au sein des masses prémusculaires, I’activité¢ mitotique

cesse. Les myoblastes quittent le cycle cellulaire de maniére irréversible et fusionnent pour

94



Exposé bibliographique : Origine embryonnaire du muscle squelettique

former des myotubes embryonnaires primaires. Ce mécanisme résulte de plusieurs
évenements successifs : alignement des myoblastes selon un axe longitudinal, reconnaissance
et adhésion intercellulaires, union des bicouches lipidiques entre myoblastes adjacents afin

d’établir une continuité cytoplasmique entre les cellules (Wakelam, 1985).

Les myotubes se différencient et accumulent les protéines contractiles, actine et
myosine, qui sont arrangées en faisceaux, les myofibrilles. L’arrangement de ces protéines
contractiles en filaments fins d’actine et en filaments épais de myosine, sera a 1’origine des
unités contractiles répétées visibles le long des myofibrilles, les sarcomeres. Initialement, ces
myofibrilles sont situées a la périphérie des myotubes nouvellement formés car les différents
noyaux sont localisés en position centrale. Ces derniers sont par la suite repoussés vers la
périphérie du myotube par les myofilaments qui s’organisent au centre selon I’axe
longitudinal de la cellule. Les myotubes accumulent également des protéines régulatrices et
contractiles comme la tropomyosine et la troponine, ainsi que des enzymes cytoplasmiques

nécessaires a la production d'énergie comme la myokinase et la phosphocréatine kinase.

Certaines cellules restent a 1’état mononucléé entre les membranes basale et plasmique
des fibres musculaires squelettiques et représentent un réservoir de cellules précurseurs
myogéniques indifférenciées a I’état quiescent. Ce sont les cellules satellites. En réponse a un
stimulus, ces cellules s’activent, proliférent et expriment les marqueurs myogéniques. Elles

participent ainsi a la réparation et la régénération du muscle adulte.

La figure 30 résume les différentes étapes se produisant depuis la détermination

jusqu’a la différenciation myogénique.
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Figure 30 : Schéma illustrant la séquence des événements qui aboutissent a la formation des

fibres musculaires striées.
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3.2 Deétermination myogenique

De nombreux facteurs myogéniques interviennent dans la régulation de la myogenese,
du détachement des précurseurs a la différenciation en myotubes. Ils participent ainsi au

contrdle du développement et a la mise en place du tissu musculaire squelettique.

3.2.1 Détermination et migration des prémyoblastes

Avant de se différencier, les cellules précurseurs sont donc localisées dans le
dermomyotome (Venters et al., 1999; Venters et Ordahl, 2002). Elles regoivent des signaux
dorsaux (détaillés plus loin), inducteurs du programme myogénique, c’est a dire entrainant

l'expression des génes de détermination myogénique (Fig.31.).
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Formation de muscles spécifiques : Lbx1, Mox2, ? c-met...

Figure 31 : Représentation schématique de la formation du muscle squelettique au niveau des
membres chez les Vertébrés.

Les cellules précurseurs se détachent du dermomyotome, migrent vers les bourgeons des membres ou elles
proliférent et expriment différents facteurs myogéniques, avant de se différencier en cellules musculaires
squelettiques. Chaque étape et les génes qui y sont potentiellement associés sont représentés par différentes
couleurs (d'apres Bukingham et al., 2003).
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Les cellules du dermomyotome et les cellules migratrices expriment le géne Pax3
appartenant a la famille multigénique Pax et codant un facteur de transcription a
homéodomaine et un domaine paired assurant la fixation a I’ADN. Il joue un réle fondamental
dans la mise en place et le devenir du dermomyotome hypaxial, ainsi que dans le détachement
et la migration des cellules progénitrices du muscle. Ainsi, des souris KO pour le géne Pax3

sont dépourvues de muscles au niveau des membres (Bober et al., 1994).

D’autres protéines sont impliquées dans la survie, le détachement et la migration des
cellules musculaires précurseurs jusqu’aux sites de formation des muscles du corps et des
membres (Fig.31.). Des expériences d’invalidation de génes chez la souris ont permis

d’identifier précisément leur role au cours de la somitogenese (Tableau 2).

Tableau 2 : Protéines impliquées dans la détermination et la migration des précurseurs

musculaires
D'aprés Buckingham et al., 2003.

Genes Phénotypes des mutants/

Pax3 -/- Désintégration du dermomyotome hypaxial, perte des cellules
musculaires précurseurs, pas de détermination, pas de migration,
pas de muscles des membres.

Lbx1 -/- Détachement des cellules musculaires précurseurs mais migration
incorrecte, absence compléte de certains muscles squelettiques.
Mox?2 -/- Détachement des cellules musculaires précurseurs mais migration

incorrecte, masse musculaire faible et présence de nombreuses
fibres myopathiques.

c-met -/-; HGF -/- Dermomyotome hypaxial intact, pas de détachement des cellules
musculaires précurseurs, pas de muscles des membres.

Gabl -/- Détachement et migration des cellules musculaires précurseurs
diminués, certains muscles spécifiques affectés.

Msx 1

Six1,4(5)

Ainsi, d’autres facteurs de transcription a homéodomaine ont été mis en évidence.
Lbx1, exprimé par les cellules se détachant du myotome hypaxial est indispensable a la
migration correcte de certaines de ces cellules. Une souris Lbx/ -/- présente une absence
compleéte de muscles squelettiques au niveau des membres alors que la formation du

diaphragme et de la langue n’est pas affectée par la mutation (Buckingham et al., 2003).
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Mox2 également exprim¢ par les cellules du myotome hypaxial est indispensable a la
migration et a la prolifération des cellules. En effet, une souris Mox2 -/- présente toutes les
caractéristiques d’une dystrophie musculaire (masse musculaire faible et malformation de
tous les muscles squelettiques). Msx1 et les membres de la famille Six sont aussi des facteurs
de transcription a homéodomaine impliqués dans la prolifération, la détermination et/ou la
différenciation des cellules musculaires. c-Met, un récepteur a tyrosine kinase et son ligand
SF (scatter factor) de la famille des HGF (hepatocyte growth factor), sont essentiels pour le
détachement des cellules du dermomyotome. En effet, leur niveau d'expression est important
pour I’amorgage du processus de migration de ces cellules. L’absence de Gabl, un autre
ligand de c-Met, réduit le détachement des cellules et provoque des malformations des masses

musculaires des membres et du diaphragme (Buckingham et al., 2003).

3.2.2 Différenciation des précurseurs musculaires

Au terme de leur migration les précurseurs musculaires vont exprimer des facteurs de
transcriptions spécifiques. Ceux sont des régulateurs myogéniques qui vont permettre aux

cellules musculaires de se différencier pour former la musculature des membres.

3.2.2.1.1 Facteurs myogéniques (MRFs)

Des études portant sur la transcription dans le muscle squelettique ont abouti a
l'isolement et a la caractérisation fonctionnelle du facteur MyoD (Davis et al., 1987). D'autres
travaux ont ensuite permis le clonage de plusieurs autres facteurs myogéniques : Myf5 (Braun
et al., 1989), Myogénine (Edmondson et Olson, 1990; Wright et al, 1989) et MRF4
(également nommé Myf6) (Rhodes et Konieczny, 1989). Ces quatre facteurs régulateurs de la
myogene¢se (MRFs), appartenant a la famille MyoD, sont des facteurs de transcription
spécifiques du muscle squelettique. Ils appartiennent a la super famille des facteurs de
transcription de type basique hélice-boucle-hélice (bHLH) (Fig.32.). La région basique est
responsable de leur fixation a 'ADN via la séquence consensus CANNTG, appelée boite E
(E-box), présente dans les promoteurs de plusieurs génes spécifiques du muscle squelettique
(Lassar et al., 1989; Olson et Klein, 1994; Sabourin et Rudnicki, 2000). Le domaine bHLH

permet de former des homodimeéres ou des hétérodimeres avec d'autres facteurs a domaine
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HLH, favorisant (E12 et E47) ou inhibant (Id) leur liaison a 'ADN (Murre et al., 1989;
Blackwell et Weintraub, 1990).

Transactivation de la Liaison Initiation de I’ expression
transcription al’ADN Dimérisation geénique
— —

NH, COOH

Figure 32 : Représentation schématique du facteur de transcription MyoD.

Un domaine de transactivation est présent dans la partie N-terminale de la protéine (TAD : Transactivation
Amino-terminal Domain). Sa partie basique permet la fixation aux boites E (E-box) présentes dans les séquences
promotrices de nombreux genes. Le domaine HLH (Helix-Loop-Helix), constitué de deux hélices a, permet la
dimérisation avec, entre autres, les protéines E. Le domaine C-terminal (CTD : C-terminal Domain) confére
l'activité nécessaire a l'expression des genes spécifiques du muscle squelettique.

Les MRFs ont la capacité de convertir des cellules non musculaires en cellules
musculaires squelettiques in vitro (Weintraub et al., 1991) et in vivo (Santerre et al., 1993). Ils

ont donc un réle dans la détermination et la différenciation des précurseurs myogéniques.

3.2.2.1.2 Cinétiques d'expression

Chaque facteur myogénique a un profil d’expression spécifique au cours de la
myogenese (Fig.33.). Ce profil est différent entre les somites et les masses pré-musculaires
des membres; en culture, ce profil varie également selon la lignée musculaire (Buckingham,

1992).

somite/myotome muscle apres la dans les bourgeons des
de I’embryon foetal naissance membres de I’embryon
Jours 8 85 9 105 11 12 15.5 10.5 11 12.... ... naissance
myf5 0 | E ]
myogenine . \ [
myoD [ | [
MRF4 e | B

Figure 33 : Représentation schématique de I’expression des genes myogéniques de la famille

MyoD, au cours du développement musculaire chez la souris.

Ces résultats sont obtenus a partir d’hybridations in situ réalisées sur des embryons de souris. Ils montrent
I’expression temporelle des transcrits lorsqu’ils commencent a s’accumuler dans les somites et les bourgeons des
membres (d’aprés Buckingham, 1992).
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Chez la souris, des transcrits Myf5 sont présents trés tot dans le somite, des 8 jours de
gestation. Lorsque le somite s’est différencié, I’expression de Myf5 se limite au myotome puis
diminue progressivement pendant la myogenése. Dans les muscles des membres, Myf5 est
¢galement le premier facteur myogénique a étre exprimé. Des transcrits Myogénine sont
détectés peu de temps aprés ceux de Myf S dans les somites, alors que les protéines ne sont
exprimées qu’a 10,5 jours de gestation, en méme temps que MyoD. Dans les muscles des
membres, les transcrits et les protéines Myogénine et MyoD s’accumulent en méme temps.
L’expression de MRF4 est biphasique : un premier pic d’une durée de 48 heures est détectable
a partir de 9,5 jours de vie embryonnaire et un second pic pendant la période de vie foetale,
jusqu’a la naissance (Rawls et Olson, 1997). C’est le seul facteur myogénique a étre exprimé

dans les muscles adultes.

In vitro, des taux élevés de transcrits MyoD peuvent étre détectés dans les myoblastes
de certaines lignées cellulaires murines, contrairement a d’autres qui contiennent davantage
de transcrits Myf5 (Buckingham, 1992). La Myogénine est toujours exprimée dans les cellules
qui se différencient, et les transcrits MRF4 s’accumulent uniquement dans les cellules en fin
de différenciation, lorsque les genes de structure, caractéristiques des fibres matures, sont

activés.

3.2.2.1.3 Activités

Plusieurs études suggerent que la détermination et/ou la survie des précurseurs
myogéniques requicrent soit MyoD soit Myf5. L'inactivation du géne MyoD, réalisée par
Rudnicki et ses collaborateurs en 1992, n'a tout d'abord pas apporté d'indice précis sur la
fonction de la protéine MyoD. En effet, la souris MyoD -/- présente une myogenese
embryonnaire normale. L'animal adulte est viable et fertile, et, a I'exception d'un fort taux
d'ARNm Myf5 post-natal, présente un phénotype musculaire apparemment normal. De méme,
la souris Myf5 -/- semble avoir un phénotype musculaire normal, mais celle-ci présente une
mortalité périnatale accrue due a une sévere défaillance du développement des cotes (Braun et
al., 1992). Les souris double KO pour MyoD et Myf5 montrent une absence compléte de
myoblastes et de muscles squelettiques différenciés au niveau de la téte, du tronc et des
membres (Kablar et al., 2003) (Fig.34.), et de ce fait, meurent aussitot aprés la naissance.

Dongc, soit les deux facteurs, MyoD et Myf5, ont des roles compensateurs au sein de mémes
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cellules, soit ils gouvernent la différenciation de deux populations cellulaires différentes qui
peuvent se compenser en I’absence de I’une ou I’autre des populations (Rawls et Olson,
1997). En fait, Myf5 semble diriger la formation des muscles a partir des cellules du
dermomyotome épithélial (muscles du dos et intercostaux), et MyoD, le développement des
muscles a partir des cellules migrantes (muscles des membres, du diaphragme et de la langue)
(Huh et al., 2005). L’expression et la localisation de Pax3 dans les embryons de souris Myf5
-/- et MyoD -/- ne sont pas perturbées. La migration des cellules précurseurs multipotentes
dans les membres n’est donc pas affectée par I’absence d’expression de ces deux facteurs.
(Kablar et al., 2003). Cependant, elles ne pourront pas acquérir un devenir myogénique.

MyoD et Myf5 sont donc les facteurs de détermination des myoblastes squelettiques.

Les souris dont le géne Myogénine a été invalidé meurent dés leur naissance avec une
sévere déficience en fibres musculaires différenciées, bien que présentant un nombre normal
de myoblastes déterminés (Venuti et al, 1995) (Fig.34.). Son expression ne semble pas
requise pour I’expression de MyoD, car celui-ci est normalement exprimé chez les souris
Myogénine -/-. Chez ces derniéres, les masses pré-musculaires se développent de manicre
identique a celles des embryons sauvages; cependant, les cellules n’expriment pas les
marqueurs spécifiques en méme temps et en méme quantité. La Myogénine est indispensable
a I’induction de la différenciation terminale des cellules musculaires, en aval des actions de

Myf5 et de MyoD.

MRF4 est le facteur myogénique majoritairement exprimé dans la fibre musculaire
squelettique mature adulte. Les souris dont le géne Mrf4 a été invalidé présentent des
altérations de ’expression des génes spécifiques du muscle. L'absence de MRF4 semble étre
compensée par une augmentation du taux de Myogénine. Néanmoins, 'expression de MRF4

est nécessaire a la différenciation terminale des cellules musculaires (Valdez et al., 2000).
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Figure 34 : Résultats des invalidations des facteurs myogéniques chez la souris.

Une croix rouge indique un arrét dans le processus de la myogenése du fait de la mutation (d'aprés Guernec,
2003).

Ce sont ces expériences d'inactivation de génes chez la souris qui ont permis de mieux
comprendre les roles respectifs et 1'importance de l'expression spatio-temporelle des facteurs
myogéniques dans la formation des muscles. La figure 35 résume les différentes étapes de la

formation d’une fibre musculaire et 1I’expression temporelle des facteurs myogéniques.

Détermination myogénique Différenciation Différenciation terminale
MyoD Myogénine MRF4 —.-:%—.—-:hﬁ
_— _— %‘ —_— B e S e S
Myf5
Cellule souche Myoblastes Myotube Fibre musculaire
somitique

Figure 35 : Expression des facteurs myogéniques de la famille MyoD au cours de la myogenése.
MyoD et Myf5 induisent la détermination des myoblastes alors que la Myogénine et MRF4 sont nécessaires a la
différenciation.
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La famille des protéines a domaine MADS regroupe divers facteurs de transcription.
Elle a été définie sur la base d'homologies de séquences entre des protéines issues
d'organismes eucaryotes, dont la levure, les Insectes et les Mammiféres (Shore et Sharrocks,
1995). Le motif conservé, appelé domaine MADS (MCM1-Agamous-Deficiens-SRF), est
compos¢ de 56 acides aminés - dont 9 sont strictement conservés chez tous les membres de la
famille - et de deux régions fonctionnelles - l'extrémité N-terminale qui constitue le
déterminant majeur de spécificité de liaison a 'ADN et l'extrémité C-terminale qui est

nécessaire a la dimérisation.

3.2.2.2.1 Facteur de réponse au sérum (SRF)

C'est 1'un des membres les plus étudiés de la famille de protéines a domaine MADS.
D'une masse moléculaire de 67 KDa, ce facteur de transcription se fixe sous forme
d’homodimere sur une séquence de 10 nucléotides, CC(AT)sGG, appelée boite CArG. Les
fonctions de la protéine sont multiples puisqu’il existe une trentaine de sites CArG
fonctionnels dans les promoteurs de différents génes dont celui du gene de l'actine a (Chai et
Tarnawski, 2002). Son inactivation génique n’apporte que peu d’indices quant a ses
différentes fonctions. En effet, les embryons SRF -/- se développent normalement jusqu’a
E6,5 puis meurent in utero lors de la gastrulation, essentiellement par absence de formation
du mésoderme (Arsenian et al., 1998). Ainsi, des études fonctionnelles menées sur la protéine
ont ¢été¢ en grande partie réalisées ex vivo dans des lignées cellulaires. Elles ont permis de
distinguer deux fonctions principales de la protéine SRF : I'induction de génes impliqués dans
la prolifération et le cycle cellulaire et la régulation des processus de différenciation (Chai et

Tarnawski, 2002; Miano, 2003).

La protéine SRF est exprimée de facon constitutive dans les cellules musculaires en
culture. Son niveau d'expression et sa localisation nucléaire sont les mémes dans les cellules
en prolifération et dans les cellules différenciées. Une étude de Vandromme et ses
collaborateurs en 1992 démontre que l'inactivation de la protéine SRF, par l'injection
d'anticorps anti-SRF, inhibe la différenciation de cellules musculaires en culture, en
empéchant la transition myoblaste-myotube. Ceci s'accompagne de l'inhibition de 1'expression
de la Troponine T, marqueur tardif de la différenciation, et de la Myogénine, t¢émoignant d'un

role précoce de la protéine SRF dans le programme de différenciation myogénique. Il est
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intéressant de noter qu’a I’inverse du promoteur de la Troponine T qui est effectivement une
cible directe de la protéine SRF, aucune séquence CArG fonctionnelle n'a été identifiée dans
les séquences régulatrices du géne Myogénine. L’inhibition de 1’expression de la Myogénine
par inactivation de la protéine SRF témoigne d'un réle général de cette derniére dans le
processus de différenciation. Des expériences similaires ont démontré que l'inactivation de la
protéine SRF conduit & une perte de I'expression de la protéine MyoD sans toutefois altérer

l'expression du facteur Myf5 (Carnac et al., 1998; Wei et al., 1998).

3.2.2.2.2 Famille des Myocyte Enhancer Factors 2 (MEF2)

En 1989, MEF2 est initialement décrit comme un facteur nucléaire présent dans les
cellules musculaires différenciées, mais absent des cellules en prolifération et des cellules non
musculaires. Cette protéine se lie a une séquence consensus riche en A/T (CTA(A/T)sTAG)
au niveau des promoteurs des génes musculaires. Elle est décrite comme nécessaire a
I’expression de la Créatine Kinase Musculaire (CMK) et de la chaine 1égere de la myosine de
rat (Gossett et al., 1989). Depuis, une famille de protéines MEF2 a été caractérisée apres
clonage de leurs ADNc. Chez les Vertébrés, elle se compose de quatre génes mef2 appelés
mef2a (myocyte enhancer factor 2a), mef2b, mef2c et mef2d, localisés, chez la souris, sur des
chromosomes différents (Morisaki et al., 1997). Chaque isoforme protéique possede, outre un
domaine MADS, un domaine MEF2 amino-terminal de 29 acides aminés. Ce dernier
représente une extension du domaine MADS constituant une région qui assure essentiellement
la liaison de la protéine a ’ADN, mais aussi son interaction avec des partenaires. Les
membres de la famille MEF2 peuvent s’homo- ou s hétérodimériser. Le site de liaison MEF2
présent dans de nombreux promoteurs peut aussi lier des facteurs autres que ceux de la famille
MEF2, créant ainsi des mécanismes de compétition qui participent a la régulation de certains

genes.

Il existe une régulation bidirectionnelle entre les MRFs et les MEF2. En effet, une
activit¢ MEF2 est induite dans des cellules non musculaires transfectées par la Myogénine
(Cserjesi et al., 1994) ou MyoD (Yu et al., 1992), ce qui suggeére que les MRFs peuvent
activer MEF2. Dés 1992, plusieurs études démontrent I’existence dans le promoteur du gene
Myogénine, d’un site MEF2 fonctionnel nécessaire a 1’expression du géne dans des lignées
cellulaires (Edmondson et al., 1992; Buchberger et al., 1994). En 1995, deux études
respectivement de Naidu et Black révélent I’existence, dans le promoteur du géne MRF4, d’un

site MEF2 nécessaire a la régulation positive du géne. En effet, sa mutation entraine une forte
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réduction d’activité du promoteur lors de la différenciation de cellules myoblastiques murines
de la lignée C2C12 et de myoblastes primaires de poulet (Black et al., 1995). Outre un site
MEF2, le promoteur du géne MRF4 contient aussi une boite E fonctionnelle (Naidu et al.,
1995). Des études de cotransfection démontrent 1’activation synergique du promoteur de
MRF4 en présence des deux facteurs MEF2 et Myogénine. Tandis qu’une double mutation de
leurs sites fixateurs entraine une perte totale d’activité, toute simple mutation de I’une ou
I’autre des boites E ou MEF2 n’altére pas la synergie entre les deux facteurs. Ce résultat
démontre 1’existence d’une coopération entre ces deux facteurs sur I’un ou 1’autre des deux
sites et suggere leur interaction (Rogerson et al., 2002). Cependant, une telle interaction entre
les MRFs et les MEF2 n’est pas toujours nécessaire. En effet, une étude récente montre que
I’expression de mef2c, le premier a étre exprimé dans le muscle squelettique, est directement
activée par les facteurs bHLH qui se fixent sur les boites E de sa région promotrice, et que le
site riche en A/T aussi présent au niveau de son promoteur ne lie aucun membre de la famille

MEF2 pour autoréguler son expression (Dodou et al., 2003).

Les protéines MEF2 sont impliquées dans le controle des étapes tardives de la
différenciation des cellules musculaires, puisque d’une part, elles ne peuvent 1’induire seule
(Molkentin et al., 1995), et d’autre part, parce que leur expression est induite par les facteurs

myogéniques (Wang, Valdez et al., 2001; Dodou et al., 2003).
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3.3 Effecteurs de la myogenese

Au début du processus myogénique, l'organisation des somites en plusieurs
compartiments dépend des structures avoisinantes, en 1’occurrence du tube neural, de la
notochorde et de l'ectoderme dorsal (Buckingham, 2001). En effet, ces tissus sécrétent ou

exposent a leurs surfaces des facteurs capables d’orienter la destinée des cellules somitiques.

De nombreux signaux extracellulaires régulent la transcription des facteurs
myogéniques et ainsi modulent les différents stades du développement du muscle
squelettique, de la détermination des précurseurs myogéniques jusqu’a leur différenciation et
la formation des fibres musculaires. Ces facteurs, exprimés dans les régions axiale et latérale
de I’embryon en développement, sont importants pour la formation des somites et la
détermination des différentes lignées de cellules musculaires, a savoir, les lignées
myogéniques €épaxiale et hypaxiale. Ils comprennent entre autres les Wnts (Wingless), les
IGFs (Insulin-like Growth Factors), Notch, les FGFs (Fibroblast Growth Factors) et les
TGFps (Transforming Growth Factors-f) tels que les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins).

Tous ces facteurs régulent la détermination et la différenciation myogénique (Fig.36.).

3.3.1 Les inducteurs

Les IGFs appartiennent a une famille de petits peptides caractérisés par une structure
trés proche de la pro-insuline humaine. Les plus importants sont IGF I, II et I'insuline. Ce sont
des régulateurs importants du programme de différenciation myogénique. L’expression des
IGFs et de leurs récepteurs, est détectée trés tot au cours de I’embryogenése, au niveau du
tube neural et du mésoderme paraxial. Ces facteurs stimulent a la fois la prolifération en

augmentant 1’expression des acteurs du cycle cellulaire et la différenciation des myoblastes en
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culture (Kocamis et al., 2002). Par la suite, ils activent les facteurs de transcription
myogénique provoquant 1’expression des genes structuraux nécessaires a la formation des
myotubes du muscle squelettique (Zorzano et al., 2003). Une étude réalisée in vitro sur des
somites de poulets en 2000 par Pirskanen et ses collaborateurs démontre que les trois
principaux IGFs sont capables d’induire la myogenése, ceci en synergie avec d’autres facteurs

tels que les BFGF, le TGF-f1 et Shh (Sonic Hedgehog)

Ces facteurs peuvent également induire une hypertrophie des myotubes lors du
développement du muscle squelettique (Zorzano et al., 2003). En effet, 1'ajout d’IGF-I a des
myoblastes en culture provoque une augmentation de leur activité mitotique, suivie de
I’induction de leur programme de différenciation (Semsarian et al., 1999). Cet effet passe par
une altération des niveaux d’expression de Myf5, p21, Myogénine, MRF4, et de certaines
cyclines. Les souris transgéniques surexprimant IGF-I présentent une hypertrophie musculaire
(Musaro et al., 1999), alors que la délétion des genes codant IGF-1, IGF-II et les récepteurs
IGF, conduit a une diminution de la masse musculaire associée a des troubles du

développement (Kocamis et al., 2002).

Les membres de la famille Wnt sont des glycoprotéines sécrétées, impliquées dans de
nombreux processus développementaux. Aujourd’hui, 19 membres de cette famille sont
identifiés chez 'Homme (Miller, 2002). Ce sont des homologues de la protéine Wingless,

premiérement identifiée chez la drosophile (Rijsewijk et al., 1987).

Les récepteurs des Wnts sont les protéines Frizzled (10 membres chez 1'Homme) qui
comptent sept domaines transmembranaires. La fixation des Wnts a leurs récepteurs entraine
l'activation d'une cascade de signalisation conduisant a 1'expression de genes spécifiques du
muscle (Cossu et Borello, 1999). Ainsi, il a ét¢ démontré que dans des explants de mésoderme
présomitique de souris, les structures axiales (tube neural) exprimant Wnt-1, 4 et 5a, activent
préférentiellement dans le dermomyotome l'expression de Myf5 tandis que I’ectoderme dorsal

exprimant Wnt-7a, active préférentiellement MyoD (Cossu et al., 1996).

Des expériences d’invalidation chez le poulet ont montré que les Wnts agissent en
synergie avec Shh. En effet, ce dernier sécrét¢ par la notochorde rend les cellules

progénitrices musculaires compétentes pour I’activation des génes myogéniques en présence
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des Wnts. Cependant, il semble que Shh soit nécessaire seulement de maniére transitoire
puisqu’il n’est plus requis a des étapes plus tardives de la somitogenese (Ridgeway et al.,

2000).

Des protéines antagonistes des WNTs ont été mises en évidence. Par exemple, la
protéine Cerberus se fixe directement aux WNTs pour inhiber leur fixation a leurs récepteurs
et permet ainsi la formation des structures de la téte (Piccolo ef al., 1999). La proteine WIF-1
(WNT inhibitory factor-1) se fixe elle aussi aux WNTs pour inhiber leur fixation a leurs
récepteurs au niveau des somites et permet leur compartimentation. En effet, des expériences
d’ARN interférence réalisées afin de supprimer I’expression de cette protéine au niveau des
somites d’embryons de xénope ont entrainé la formation d’un second axe antéro-postérieur et
une désorganisation des somites (Kawano et Kypta, 2003). WIF-1 est une protéine secrétée
possédant cinq domaines EGF. Une recherche in silico dans les bases de données

moléculaires et une analyse de la séquence m’ont permis d’identifier que deux de ses

domaines EGF chez ’'Homme et la souris (le 3°™ et le 5°™) sont potenticllement O-
fucosylables. Aucune ¢étude n’a encore port¢ sur le role de sa glycosylation dans ses

interactions avec les WNTs.

3.3.2 Les inhibiteurs

Plus de quarante membres ont été identifiés dans cette superfamille qui peut étre
subdivisée en deux sous-familles majeures : les TGF-f de type Activine/Nodal et les
BMP/GDF/MIS (Bone Morphogenetic Protein/Growth and Differentiation Factor/Muellerian
inhibiting substance). Ces différents facteurs sont regroupés sur la base d’homologies de
séquences et sur la spécificité de la voie de signalisation qu’ils activent. Ces ligands partagent
un grand nombre de récepteurs dont les arrangements induiront différentes voies de
signalisation. La superfamille des TGF-£ joue un rdle trés important dans les stades précoces
de I’embryogenese, et dans le maintien de 1’homéostasie des tissus adultes, en régulant la

croissance et la différenciation cellulaire, ainsi que I’apoptose (Shi et Massague, 2003).

Les TGFP sont des inhibiteurs de la différenciation myogénique. IlIs bloquent de

nombreuses ¢étapes dont la fusion des myoblastes et 'accumulation de protéines spécifiques du
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muscle. Le traitement de lignées cellulaires de muscles squelettiques et de cellules primaires
musculaires par les TGFp inhibe, de fagon dose-dépendante, l'expression de tous les
marqueurs principaux de la différenciation myogénique, mais stimule la prolifération des

cellules (Florini ef al., 1991).

La famille des BMPs comprend plus de trente membres. Ce sont des protéines
sécrétées, impliquées dans divers processus du développement embryonnaire des Vertébrés,
notamment dans la formation des tissus musculaires et osseux. Le facteur le plus étudié est
BMP4. 11 est exprimé par le tube neural et inhibe le développement du myotome en réprimant

des facteurs myogéniques et en maintenant 1’expression du géne Pax3 (Pourquie et al., 1996).

Les FGFs sont des facteurs solubles séquestrés dans un premier temps par des
protéoglycanes a héparane-sulfate dans la matrice extracellulaire, puis libérés pour une
utilisation locale. Le traitement des myoblastes en culture avec ces facteurs stimule leur
prolifération et inhibe leur différenciation. /n vivo, ces molécules contribuent a la formation
du myotome dorsal en stimulant la prolifération et la survie des cellules (Zorzano et al.,
2003). Les FGFs sont exprimés tres tot dans la partie dorsale du tube neural, au moment ou
les cellules somitiques acquiérent leur caractére myogénique (Stern et al., 1997). Ils sont
indispensables a D’activation de la myogenese dans le mésoderme paraxial. En effet, la
signalisation par les récepteurs aux FGFs induit la prolifération des myoblastes et leur

migration dans les bourgeons des membres (Buckingham et al., 2003).

Les FGFp sont les membres de cette famille les plus largement distribués et les plus
compétents pour I’inhibition de la différenciation des cellules musculaires (Florini et al.,
1991). In vitro, ce sont de puissants mitogeénes pour les myoblastes, ce qui a pour
conséquence de bloquer le démarrage de la différenciation. Ces facteurs sont impliqués dans

le contrdle négatif de I’expression des transcrits Myogénine et MyoD (Iwahori et al., 2004).
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Figure 36 : Schéma récapitulatif de 1’effet inducteur (vert) ou inhibiteur (rouge) des différents
effecteurs de la myogenese, secrétés par les structures environnant les somites.

Les récepteurs Notch ainsi que leurs ligands sont des protéines transmembranaires
présentant dans leurs parties extra-cellulaires de nombreux domaines EGF. Ces derniers,
possédant de nombreux sites de O-fucosylation, sont nécessaires a 1’interaction ligand-

récepteur.

Au sein d’un groupe de cellules équivalentes, certaines portant le récepteur Notch
recoivent un signal d’inhibition latérale de la part d’une ou de plusieurs cellules voisines
présentant a leur surface les ligands de Notch (Delta ou Serrate/Jagged). Elles sont alors
restreintes dans leur capacité a se différencier, alors que les cellules émettrices du signal
poursuivent leur différenciation (Schweisguth et al., 1996). Cette voie de signalisation a été
conservée au cours de I’évolution chez les Animaux, cependant bien que de plus en plus de
génes impliqués dans cette voie soient connus, les mécanismes moléculaires induisant

I’activation ou la répression de génes cibles restent partiellement incompris.

La liaison du ligand au récepteur Notch induit un clivage protéolytique intracellulaire
du récepteur. Le domaine intracytoplasmique de Notch migre alors dans le noyau ou il va
stimuler ou inhiber la transcription de geénes cibles (Jarriault ef al., 1995; Schweisguth et al.,

1996). Ce mode de signalisation a d’abord €été montré sur des formes constitutivement actives
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de Notch délété des répétitions EGF (Kopan ef al., 1996), puis sur le récepteur entier chez les
Mammiferes (Schroeter et al., 1998) et chez la drosophile (Kidd ef al., 1998).

Parmi les 4 récepteurs Notch présents chez les Mammiferes, Notch 1, 2 et 4 sont plus
particulicrement impliqués dans la myogenéese. C'est sur le récepteur Notchl que porte la

plupart des études. Celui-ci régule la myogenése a trois niveaux :

> Une premicre activation de la voie de signalisation par Notch est
nécessaire a la mise en place des somites, au moment de la transition entre mésoderme pré-
somitique et mésoderme somitique. Il semble que celle-ci joue un rdle critique dans la
segmentation des somites, en déterminant probablement par inhibition latérale au sein de
groupes de cellules équipotentes, le nombre de cellules qui auront un destin somitique. En
effet, chez une souris KO pour le gene Notchl, la formation des somites est plus tardive et

irréguliere (Conlon et al., 1995).

> Une seconde activation serait nécessaire au sein du dermomyotome
pour empécher certaines cellules d'acquérir un devenir musculaire (Nofziger et al., 1999).
Apres interaction du récepteur avec un de ses ligands, le domaine intracytoplasmique de
Notchl migre dans le noyau de la cellule ou il est capable d'inhiber par contact direct le
facteur de transcription E47 (un facteur de type basique HLH) (Fig.37.1). Ce dernier ne peut
donc plus former d’hétérodiméres avec MyoD et ainsi activer l'expression de génes

spécifiques du muscle (Luo et al., 2005).

> La troisiéme activation du récepteur Notch se produit dans une
population de pré-myoblastes afin d’empécher leur différenciation avant d'avoir atteint les
bourgeons des membres. Dans ce cas, le domaine intracytoplasmique de Notch migre dans le
noyau ou il va s'associer avec un facteur de régulation négatif de la transcription, la protéine
Su(H) chez la drosophile ou CBF1-RBP chez les Mammiféres. Ceci permet la transcription
des facteurs HES1 et HESS (Hairy/Enhancer of Split genes) qui était jusqu’alors réprimée
(Mumm et Kopan, 2000). Ces derniers vont inhiber de fagcon indirecte la transcription de
genes myogéniques en bloquant le facteur de transcription MyoD (Fig.37.2). De plus, le
domaine intracytoplasmique de Notch est capable de bloquer, par contact direct, MyoD ainsi
que le facteur MEF2c de la famille des protéines a domaine MADS (Wilson-Rawls et al.,
1999) (Fig.37.3).
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Les voies de signalisation par les récepteurs Notch fonctionnent comme une horloge
biologique qui se déclenche pour déterminer le devenir de certaines cellules dans une
population, et notamment celui des cellules a 1’origine des muscles squelettiques. Elles sont
¢galement impliquées dans la prolifération et la différenciation des cellules souches
musculaires dans le cas de Iésions (Luo et al., 2005). Les mécanismes de régulation de ces
voies de signalisation sont extrémement complexes et tous les acteurs moléculaires ne sont
pas encore déterminés. On sait cependant que des protéines cytoplasmiques comme Numb, ou
secrétées comme les WNTs, sont des antagonistes de Notch alors que la protéine Deltex agit

comme un régulateur positif (Fig.37.4) (Luo et al., 2005).
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Figure 37 : Représentation schématique des voies de signalisation du récepteur Notch contrélant
la myogenese.
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3.4 Lamyogenese in vitro

Pour faciliter les recherches sur la myogenése, divers systémes in vitro ont été
développés. Ce sont soit des cultures primaires de cellules musculaires squelettiques
provenant essentiellement de muscles pectoraux d'embryon de poulet ou de caille et de
muscles des membres postérieurs de rat ou de souris nouveaux-nés, soit des cultures de
lignées cellulaires myogéniques stabilisées. Ces systeémes de culture cellulaire reproduisent les
diverses phases de la myogenese, détermination, prolifération, différenciation, et constituent
donc de bons modeles d'é¢tude de celle-ci. En particulier, il a été possible de définir les
conditions optimales afin de faire différencier des myoblastes non encore spécialisés du point
de vue morphologique, en myotubes polynucléés, et ceci afin d'analyser les modifications
intervenant au cours de la différenciation myogénique. Dans les années 60, un important
progres fut accompli dans 1’étude de la différenciation cellulaire in vitro, par la mise en place
de cultures clonales de cellules embryonnaires non spécialisées. Leur développement a rendu
possible I'étude des conditions déterminant la prolifération et la différenciation des cellules
myogéniques. L’identification des facteurs moléculaires déterminant ces fonctions a permis

d’accroitre les connaissances du processus myogénique in vitro et in vivo.

L'é¢tude des mécanismes qui régulent le processus myogénique chez les Mammiferes
est réalisée principalement sur deux types de lignées cellulaires immortalisées, la lignée

C2C12 et la lignée L6.

> La lignée C2C12 est un sous-clone dérivé de la lignée originelle C2 obtenue
par culture primaire de myoblastes isolés a partir de la patte postérieure d'une souris (Yaffe,
1968). Parmi les cellules adhérentes obtenues, le clone C2C12 spontanément immortalisé a
été sélectionné. La lignée C2C12 est caractérisée par sa capacité a se différencier rapidement

et a former de grands myotubes.
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> La lignée L6 dérive de myoblastes obtenus a partir de la patte postérieure d’un
rat nouveau-né, stabilisés par traitement avec un agent carcinogene chimique (Yaffe et Saxel,
1977). Les cellules de cette lignée constituent un bon modele pour I'étude de la myogenése.
Elles ont une forte capacité de différenciation dans des milieux de culture contenant peu de
sérum. Néanmoins, la multiplication des passages diminue la capacité de fusion de ces

cellules, rendant nécessaire le reclonage périodique de la lignée.
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Cette nouvelle partie concerne les résultats obtenus au cours de ma these. Elle est
scindée en trois chapitres correspondant respectivement a deux articles et aux derniers
réesultats obtenus. Les deux premiers chapitres constituent le volet fondamental du travail
dont le but est d’étudier [’évolution des genes de O-fucosyltransférases, de caractériser les
genes bovins Pofutl et Pofut2, et d’analyser plus particulierement la structure de |’enzyme
Pofutl, notamment le role de ses N-glycanes. Le troisieme chapitre, qui ne s’appuie pas pour
l’instant sur un article, est consacré a l’étude de l'implication de [’enzyme Pofutl au cours de
la différenciation des cellules myoblastiques en culture. Pour les deux premiers chapitres,
apres un résumé succinct des résultats présentés dans [’article correspondant, des résultats

complémentaires et non publiés sont exposés.
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Afin d’examiner le lien entre la O-fucosylation et les processus de différenciation de la
cellule musculaire, il est avant tout nécessaire de caractériser les geénes et les enzymes
responsables de cette modification post-traductionnelle chez notre modele d’étude, 1’espece

Bos taurus.

Lorsque ce travail a débuté, seule la structure génomique compléte de Pofutl chez
I’Homme et la souris était disponible (Wang et al., 2001). Un seul variant transcriptionnel
codant I’enzyme Pofutl active était décrit. Les recherches sur Pofut? débutant a peine, ni la
structure du gene ni celles d’éventuels variants transcriptionnels n’étaient décrites et ’activité

de I’enzyme Pofut2 restait encore inconnue.

La caractérisation fonctionnelle de ces genes chez le bovin a nécessité dans un premier
temps la détermination des structures génomiques des geénes puis I’analyse de 1’expression des
transcrits correspondants. Ainsi, nous avons identifié pour la premiére fois, cinq variants
transcriptionnels pour chacun des deux genes, différement exprimés au sein de treize tissus
bovins. Des tests in vitro ont permis de vérifier les fonctions enzymatiques des protéines

bovines Pofutl et Pofut2 codées pas ces différents variants.

Les comparaisons de séquences des Pofut chez différents organismes et une étude
phylogénétique ont permis de confirmer que pour chaque espéce étudiée, une seule copie de
chacun des génes de O-fucosyltransférase est présente. Les organisations génomiques sont
conservées chez les Vertébrés. De plus, les positions conservées de certains introns de Pofut!
et de Pofut? permettent de conclure que trés probablement 1’ancétre des Bilatériens possédait

déja des genes morcelés.

Ces travaux sont présentés de manicre détaillée dans I’article ci-apres, publi¢ dans la

revue Glycobiology en 2006.
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1.1 Publication 1

Molecular evolution of protein O-fucosyltransferase genes

and splice variants

Loriol, C., Dupuy, F., Rampal, R., Dlugosz, M.A., Haltiwanger, R.S., Maftah, A., and
Germot, A.

Glycobiology, 2006, vol 16, 736-747
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Tables in supplementary data

Table 1. Primers used for RT-PCR analyses of bovine Pofutl and Pofut2 transcripts.

Primers Sequences

Pofutl ADNc/5’ 5" -TTCCCTCCCAGTCTCCGCGC-3"
Pofut] ADNc/5’Nested 5’ -GGCGCGCTCTGGCACTGGACC-3'
Pofut] ADNc-Vl1a/3’ 5’ -AGTATGGCCTAGGAAGTGGCG-3'
Pofut] ADNc-V la/3’Nested 5/ -AGTGGCTCAGGCCAGGCAGTG-3'
Pofut] ADNc-V1b/3’ 5/ -ATAAGTAGCTACCATTACTCTCTTATTAG-3'
Pofut] ADNc-V1b/3’Nested 5’ -ATGGCCAACATCCAGAAGAGCGAC-3’
Pofut2ADNc/5’ 5’ -GCGCCCGGGGCCATGGCG-3"

Pofut2 ADNc/5’Nested 5’ -ATGGCGGCGCTTGCCGTC-3"
Pofut2ADNc/3’ 5’ -TCAGTGGTCACCCCAGGTGTTG-3"
Pofut2 ADNc/3’Nested 5’ -TGAGGCTGGACTGACCCTGC-3"
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Table II. Primers used to amplify and sequence bovine Pofutl and Pofut2 genes.

Pofutl Primers Sequences

BosPofutl/5’end 5/ -ATGCATGGGCAGTAGAGC-3'

Intron 1/5° 5/ -GCGCTCTGGCACTGGACCCG-3'

Intron 2/5’ 5/ -CGTTTTGGGAACCAGGCTGATCATTTC-3"
Intron 2/3’ 5’ -GGTGCCAGCTTCTCCATGAAGTCCTCC-3"
Intron 3/5° 5’ -TCCTACCAGAAGTACTTCAAGCTGGAG-3'
Intron 3/3’ 5’ -ATCCACTGGTCTTTGTAGGAGGCACTG-3"
Intron 4/5° 5’ -GGCCCATTTTGGGATCAGTTTCATGTG-3"
Intron 4/3’ 5/ -GGATCTGGATCAGCTCACAC-3'

Intron 5/5° 5’ -CATTCCCCACTTTCACTCCAA-3'

Intron 5/3’ 5’ -CCCCTGTCCTCACCATCTCGTCTGACC-3"
Intron 6/5’ 5" -CAGAGGAACATCCAGTGCTTG-3’

Intron 6/3’ 5" -TTTGAAGAGCTGCTGGATCTC-3’

Intron 7/5° 5/ -ACGCGTGTGCCATGCTGAAAG-3'

Intron 7/3’ 5/ -CCTGTCCATGCCAAAGAAGGAGG-3'
Intron 8/5’ 5’ -GAAGGTGGTGAGTCTGAAGCC-3"

Intron 8/3’ 5’ -CGAGCAGCAAGGACTACTCTG-3’
BosPofutl/3’end 5" -AGCCGAGTTTTGCTGTTCCGAAG-3’
Pofut2 Primers Sequences

BosPofut2/5’end 5’ -GCGATGAACTGCTCGTACTC-3'

Intron 1/5° 5/ -TTGCCGTCGTCTTCCTGCTG-3"

Intron 2/5’ 5/ -CCTTCTGTACGATGTCAATCC-3'

Intron 2/3’ 5’ -GTAATACTCGTGCTTGTCCTG-3"

Intron 3/5° 5’ -CAGGACAAGCACGAGTATTAC-3’

Intron 3/3’ 5’ -TTCGTAACCCCAAAACCATCC-3'

Intron 4/5° 5" -TGGTTTTGGGGTTACGAAGAG-3’

Intron 4/3’ 5/ -TACTCCTTCCCGCCGTAGTGG-3"

Intron 5/5° 5’ ~-GAGGAGGACTGGACCCGGATG-3"

Intron 5/3’ 5’ -CCCAGCGAGGAGCCCAGCTTG-3’

Intron 6/5’ 5’ -AGCATGGTGTTCGCCAGGCAC-3'

Intron 6/3’ 5’ -ACAGCATCTGTGGCCACGAAC-3'

Intron 7/5° 5’ -CAAGCTGGGCTCCTCGCTGGG-3"

Intron 7/3’ 5’ -CGGGCGTGCGCACAGATCCAC-3"

Intron 8/5’ 5/ -AGGAGTTGCGGAGGCTGCTGC-3"

Intron 8/3’ 5" -AGTATGCAATCCTCCAATGAGTGG-3'
BosPofut2/3’end 5’ -TCATTGGAGGATTGCATACTG-3’
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1.2 Resultats complémentaires

1.2.1 Expression tissulaire des variants transcriptionnels

Une recherche dans les banques de données moléculaires disponibles par Internet a
permis de mettre en évidence des EST bovins correspondant aux génes Pofutl et Pofut2.
Grace a la sélection d’amorces spécifiques de part et d’autre des CDS de ces EST, cinq
variants transcriptionnels pour chacun des deux geénes ont pu étre caractérisés et leurs

expressions au sein de treize tissus bovins adultes, analysées (cf. Publication 1, figure 5A et

B).

Nous avons en effet choisi d’utiliser un panel assez large de tissus. Les mémes tissus
ont été prélevés sur trois bovins Charolais adultes agés de 19 mois du centre INRA de
Clermont-Ferrand-Theix, disséqués et congelés sur place par nos soins. Nous avons
sélectionné cinq muscles squelettiques ayant des métabolismes énergétiques différents :
lent/oxidatif, c’est-a-dire équipés de fibres adaptées a un effort d’intensité sous-maximale et
de longue durée (Rectus abdominis, Diaphragme et Onglet) et rapide/glycolytique, c’est-a-

dire équipés pour un effort intense et bref (Semitendinosus et Longissimus thoraci).

Les analyses ont été effectuées de fagon indépendante sur ces trois animaux. Les

résultats étant reproductibles, nous ne présentons que ceux obtenus sur un individu.

Quelque soit le tissu analysé et contrairement a leurs homologues humains et murins
(Wang et al., 2001, Shi et Stanley, 2003), les geénes Pofutl et Pofut2 semblent faiblement
exprimés chez le bovin. Ainsi, des PCR classiques sur des ADNc obtenus apres transcription
inverse d’ARNm extraits des différents tissus bovins n’ont jamais permis d’obtenir
d’amplification. Il a donc fallu systématiquement effectuer des PCR nichées avec deux

couples d’amorces.
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Les tailles extrémement proches des variants correspondant au géne Pofut2, n’ont pas
permis de les séparer sur un gel d’agarose (Fig.38.), contrairement a ceux du géne Pofutl

présentés dans la figure SA de I’article.
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Figure 38 : Expression tissulaire des variants transcriptionnels de Pofut2 dans les tissus de bovin

adulte.
Les amorces utilisées sont référencées dans la table I de la publication 1. Des PCR réalisées avec un couple
d’amorce spécifique de I’actine permettent de vérifier la qualité des ARNm ayant servi a la transcription inverse.

Chaque amplification obtenue est en fait un mélange de différents variants
transcriptionnels du géne Pofut2. Nous avons donc récupéré ces amplifiats pour chacun des
tissus et nous les avons ensuite clonées dans le plasmide TOPO2.1. Ce dernier est un
plasmide de type vecteur T. La présence d’une thymine non appariée et liée a Ia
topoisomérase a chaque extrémité du vecteur linéarisé par I’enzyme EcoRV, endonucléase
générant des extrémités a bord franc, permet le clonage d’un amplifiat du fait de 1’ajout d’une
adénine aux extrémités 3’ des fragments d’ADN néosynthétisés par I’ADN polymérase que
nous utilisons. Les différents inserts ne pouvant &tre distingués ni par leur taille ni par des
profils de restriction différents, nous avons procéd¢, apres transformation bactérienne et mini
préparation d’ADN plasmidique, au séquencage d’un grand nombre de clones. Ce travail a

permis de dresser le tableau présenté dans la publication 1 (Figure 5B/Pofut?2).
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Une étude similaire a été conduite sur huit tissus provenant d’embryons bovins de race
Charolaise agés d’environ 2 mois. Ceux-ci nous ont été donnés par les services vétérinaires de
I’abattoir de Limoges. Les huit mémes tissus ont été prélevés sur trois embryons et des
analyses indépendantes ont ¢té conduites. Quel que soit I’embryon, les résultats sont
identiques. Les ARNm ont été extraits puis rétro-transcrits de la méme facon que dans le cas
des tissus de bovins adultes. Les résultats obtenus pour les deux génes sont résumés dans la

figure 39.
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Figure 39 : Expression tissulaire des variants transcriptionnels de Pofutl et Pofut2 dans les

tissus d’embryon bovin. Comparaison avec I’expression tissulaire chez I’adulte.

Les amorces utilisées sont référencées dans la table I de la publication 1. A. Amplifications spécifiques des
variants a a e de Pofutl et amplification commune des variants a a e de Pofut2. Les amplifications obtenues par
PCR avec des amorces spécifiques de 1’actine servent a contrdler la qualité des ARNm. B. Tableau récapitulant
I’expression des différents variants. Les signes en noir indiquent la présence (+) ou I’absence (-) des variants
chez I’embryon; ces mémes signes en rouge indiquent la présence ou I’absence des variants dans les mémes
tissus chez 1’adulte.
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La répartition des variants transcriptionnels dans les tissus d’embryons est différente

de celle observée dans les tissus d’adultes :

> Comme pour les tissus adultes, le variant Pofutla est présent dans tous les tissus

embryonnaires testés.

> Le variant Pofutlb est présent dans tous les tissus embryonnaires testés alors que chez
I’adulte, celui-ci n’est exprimé que dans le cerveau et le Longissimus thoraci (Lt, muscle

squelettique du dos longeant la colonne vertébrale).

> Le variant Pofutlc qui était présent seulement dans le foie adulte, n’est détecté dans aucun

des tissus d’embryon analysés.

> Le variant Pofutld est présent dans les tissus embryonnaires étudiés, de fagon ubiquitaire,
alors que chez I’adulte, son expression est restreinte a 6 des 13 tissus : cerveau, diaphragme,
Lt, onglet (muscle squelettique soutenant le diaphragme), Semitendinosus (muscle

squelettique de I’arricre de la cuisse) et testicules.

> Le variant Pofutle est absent du foie et du Lt embryonnaire. Chez 1’adulte, il est aussi

absent du foie mais également du Semitendinosus et du cceur.

> Tous les variants de Pofut? sont présents dans l’ensemble les tissus embryonnaires
examinés. Chez ’adulte, ils ont aussi une expression ubiquiste, sauf dans le cas du variant

Pofut2b, non détecté dans le Rectus abdominis (muscle squelettique de I’abdomen) et la rate.

Les profils d’expression tissulaire des transcrits sont donc différents selon le geéne
considéré, Pofutl ou Pofut2. De plus, le nombre de variants dinctints de Pofut dénombrés par
tissus est plus grand chez 1’embryon par rapport a 1’adulte. Ces résultats suggerent une
régulation transcriptionnelle différente, non seulement en fonction des tissus mais également
du développement des animaux. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez la souris,
du moins pour Pofutl. En effet, Shi et Stanley ont montré en 2003 par northen-blot, une
augmentation du nombre et du niveau d’expression des transcrits du géne Pofutl dans des
tissus embryonnaires par rapport a des tissus adultes. Tous ces résultats sont des arguments

supplémentaires en faveur d’un réle de la O-fucosylation durant I’embryogenese.
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Les variants transcriptionnels Pofutlb a Ile et Pofut2b a 2e, mis en évidence chez le
bovin, semblent étre une spécificité de cette espéce. En effet, des recherches dans les banques
d’EST n’ont pas permis de trouver de séquences équivalentes chez d’autres organismes. Seuls
deux EST humains, BP318733 et DB158060, obtenus respectivement a partir de tissus
péricardique et de thymus, coderaient une protéine de 186 acides aminés équivalente aux
protéines bovines Pofut2C, D et E. Ces protéines résultent d’un épissage alternatif qui élimine
les 31 premiéres bases de I’exon 4 humain, et non les 61 premiéres comme pour les variants
Pofut2c, d et e bovin. Chez I’Homme, ce phénomene conduit a 1’utilisation d’un codon stop
prématuré a la fin de ce méme exon (Fig.40.) et non dans I’exon 5 comme dans le cas du geéne
bovin (cf. Publication 1, figure 4B). Ces deux EST étant seulement séquencés dans leurs

parties 5°, il est impossible de se prononcer sur les épissages se produisant apres 1’exon 4

humain.
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humain _] :II ]__. "B j :l :}_ -
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Figure 40 : Représentation schématique de 1’organisation génomique du géne POFUT2 humain
et de I’épissage alternatif conduisant aux transcrits référencés dans les bases de données
moléculaires (variants A, B et C, et ESTs).

Les régions non traduites des transcrits sont en vert, les tailles des exons sont indiquées sous la structure du géne
(en pb), les tailles des introns sont notées dans le tableau ci-dessus.

133



Résultats-Discussion : Resultats complémentaires de /la publication 1

1.2.2 Production d’anticorps anti-Pofut bovins

Avant de déterminer les activités des O-fucosyltransférases bovines codées par les
différents variants, et dans le but d’étudier ’expression de celles-ci dans différents tissus

bovins ou autres, nous avons produit des anticorps spécifiquement dirigés contre ces enzymes.

Les séquences codantes des transcrits Pofutla et Pofut2b (uniques variants dont nous
disposions a 1’époque) ont été clonées de maniere orientée dans le vecteur d’expression
bactérien pET28c, grace aux sites de restriction Ndel et Xhol. Le clonage des séquences
bovines a nécessité, au préalable, leur amplification avec des couples d’amorces apportant les
sites de restriction enzymatique et permettant de conserver le cadre de lecture avec le vecteur
pET28c qui apporte le codon d’initiation de la traduction. Les couples d’amorces utilisés sont

répertoriés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Couples d’amorces utilisés pour les clonages en vecteur d’expression procaryote
PET28c.Les sites de restrictions sont soulignés.

Amorces Séquences

Pofutl-Ndel/5> 5’-CATATGGGCGCCGCCGCG-3’
Pofutl-Xhol/3> 5’-CTCGAGGAATTCATCCCGCAGCTG-3’
Pofut2-Ndel/5> 5°-CATATGGCGGCGCTTGCCGTCGTC-3’
Pofut2-Xhol/3> 5’-CTCGAGGTATGCAATCCTCCAATG-3’

Les amplifiats ainsi obtenus sont d’abord clonés dans le plasmide TOPO2.1. Puis, les
séquences d’intérét sont isolées grace a la double digestion du plasmide par les enzymes de
restriction Ndel et Xhol. Elles sont ensuite introduites aux mémes sites dans le vecteur
pET28c, préalablement digéré. Ce vecteur porte le promoteur du bactériophage T7 et
I’opérateur lacUVS pour le controle de I’expression du gene d’intérét. Les constructions,
pET28c-Pofutla et pET28c-Pofut2b, sont transformées dans la souche Escherichia coli
BL21(DE3) qui porte dans son génome le géne codant ’ARN polymérase T7 (lysogene
ADE3) sous la dépendance du promoteur lacUVS, inductible par un galactoside. En présence
de I'inducteur, un Pgalactoside, le géne de I’ARN polymérase présent sur le chromosome
bactérien s’exprime. L’absence de répression permet a cette polymérase d’initier la

transcription du géne d’intérét.
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L’expression de chaque protéine est induite pendant 4 heures a 37°C par 1’addition
d’IPTG a une concentration de 1mM. L’analyse, par électrophorése en gel d’acrylamide a
10,5% en conditions dénaturantes, des fractions protéiques totales avant (Fig.41., pistes 1) et
apres induction (Fig.41., Pistes 2) permet de mettre en évidence I’expression des deux
enzymes. Celles-ci sont ensuite purifiées (Fig.41., Pistes 3) sur résine de Nickel grace a la
présence de six résidus histidine a chacune de leurs extrémités (Fig.42.). Les tailles attendues
pour les protéines taggées et non glycosylées, car exprimées dans la bactérie, sont pour

Pofutl A de 46,9 KDa et pour Pofut2B de 52 KDa.
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Figure 41 : Analyse par SDS-PAGE 10,5% de I’expression des enzymes recombinantes bovines
Pofutl A et Pofut2B.

Pistes 1, protéines bactériennes avant induction; pistes 2, protéines bactériennes aprés induction; pistes 3, lug
des fractions protéiques purifiées.

La présence de deux étiquettes histidine, a la fois en N et C-terminal, sur chaque

protéine permet d’augmenter le rendement des étapes de purification sur résine de nickel
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Figure 42 : Représentation schématique des protéines Pofutl A et Pofut2B bovines produites

dans le systéme bactérien.

Le peptide signal est en rose, les motifs conservés entre les 02-, a6- et les O-fucosyltransférases en orange, le
DXD en violet, le KDEL-like de Pofutl en vert. Les acides aminés, au nombre de 51, rajoutés par le vecteur sont
en jaune et les étiquettes histidine sont en bleu foncé.
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Apres purification de quantités avoisinant 1mg de protéines recombinantes, Pofutl et
Pofut2 bovines ont ét¢ utilisées pour immuniser des lapins (2 individus pour chaque protéine),
en vue d’obtenir des anticorps polyclonaux. Le programme d’immunisation a été réalisé par

une société spécialisée (Agro-Bio, La Ferté St Aubin, France).

Pour tester la reconnaissance spécifique de ces anticorps, nous avons effectué des
analyses par western blot avec chaque serum regu, d’une part sur les protéines ayant servi a
I’immunisation des lapins, et d’autre part sur des lysats de cellules COS-1 transfectées avec le
vecteur d’expression eucaryote pcDNA/TOPQO3.1 contenant les inserts Pofutla ou Pofut2a ou
Pofut2b. Comme c’est le variant Pofut2a qui code potentiellement la forme active de
I’enzyme, il est impératif de I’inclure dans nos tests. La figure 43 présente les résultats
obtenus pour chaque protéine avec le dernier sérum d’un des deux lapins immunisés. Le
contrdle par western blot des sérums pré-immuns des lapins est négatif (résultats non

présentes).
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Figure 43 : Vérification de la spécificité des anticorps dirigés contre les enzymes bovines Pofutl

et Pofut2.

Pistes 1 et 6, 50pug de protéines de cellules COS-1 non transfectées; piste 2, S0ug de protéines de cellules COS-1
transfectées avec le vecteur pcDNA/TOPO3.1-Pofutia; piste 3, 100ng de protéine Pofutl A exprimée dans E.
coli et purifiée; piste 4, S0ug de protéines de cellules COS-1 transfectées avec le vecteur pcDNA/TOPO3.1-
Pofut2a; piste 5, 50pg de protéines de cellules COS-1 transfectées avec le vecteur pcDNA/TOPO3.1-Pofut2b;
piste 7, 100ng de protéine Pofut2B exprimée dans E. coli et purifiée.

Les protéines produites dans les cellules COS-1 (Fig.44.) sont reconnues par les
anticorps correspondants. Ces enzymes potentiellement glycosylées (comme nous 1’avons vu
dans le chapitre 1) et dépourvues de leur peptide signal (masse d’environ 3 KDa) migrent au
méme niveau que la protéine produite en systéme bactérien, qui conserve le peptide signal, est

dépourvue de glycosylation et posséde deux étiquettes histidine.
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La masse moléculaire attendue, déduite de la séquence peptidique apres clivage du
peptide signal, est pour Pofutl A de 41 KDa, a laquelle il faut ajouter la masse moléculaire des
N-glycanes potentiellement présents sur cette enzyme réticulaire, soit 4 KDa (Wang et
Spellman, 1998). Les masses moléculaires attendues, déduites des séquences peptidiques
apres clivage du peptide signal sont pour Pofut2A de 44 KDa et pour Pofut2B de 46 KDa. La
protéine Pofut2A bovine, comme ses orthologues Mammaliennes, posséde trois sites
potentiels de N-glycosylation. Aucune étude n’a, pour I’instant, porté sur le nombre et la
composition des N-glycanes présents sur I’enzyme Pofut2. Néanmoins, des hypothéses ont été
émises sur sa localisation réticulaire chez I’Homme et la souris (Luo et Haltiwanger, 2005). 11
est donc probable que, si celle-ci est glycosylée, ses N-glycanes soient également de type
oligomannosidique voire hybride. Si on admet que la masse moléculaire de chaque N-glycane
est de 2 KDa (masse moléculaire approximative de chaque N-glycane de Pofutl), la protéine
recombinante de 50 KDa révélée dans les extraits de cellules COS-1 transfectées avec la
construction pcDNA/TOPO3.1-Pofut2a est une forme triglycosylée de I’enzyme. La protéine
recombinante de 52 KDa révélée dans les extraits de cellules transfectées avec la construction
pcDNA/TOPO3.1-Pofut2b est une forme triglycosylée de I’enzyme Pofut2B qui possede

¢galement les 3 sites potentiels de N-glycosylation.

Etant donné les fortes homologies entre les O-fucosyltransférases de différentes
especes de Mammiferes, il n’est pas étonnant que nos anticorps croisent avec les enzymes
endogenes présentes dans les cellules COS-1 (cellules de rein de singe vert). Toutefois, dans
ces cellules, I’enzyme Pofutl semble plus faiblement reconnue que 1’enzyme Pofut2. Seule
une trés fine bande est visible. Toutefois, si une quantit¢ deux fois supérieure d’extrait de
protéines issues des cellules COS-1 est déposée, une bande de plus forte intensité est alors

marquée (voir figure 47B, piste 1).
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Figure 44 : Représentation schématique des protéines bovines Pofutl A, Pofut2A et Pofut2B
produites dans les cellules COS-1.

Les motifs conservés entre les 02-, a6- et les O-fucosyltransférases sont en orange, le DXD en violet, le KDEL-
like de Pofutl en vert, les sites potentiels de N-glycosylation en jaune. Le motif II de I’enzyme Pofut2B présente
30 acides aminés supplémentaires par rapport a Pofut2A.

1.2.3 Activités des protéines codées par les différents variants

Parmi les différents variants transcriptionnels mis en évidence pour les deux genes
bovins Pofutl et Pofut2, seuls les variants Pofutla et Pofut2a codent respectivement les
protéines homologues a celles caractérisées chez I’Homme et la souris. Les autres variants
coderaient en effet des protéines plus ou moins tronquées (sauf Pofut2b qui code une protéine
plus grande que Pofut2a), dépourvues de la plupart des motifs conservés et donc
potentiellement inactives. Les figures 45 et 46 présentent les alignements de séquences des

protéines codées par les variants Pofutla a Pofutle et Pofut2a a PofutZe.
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PofutlA SWDPAGYLLY CPCMGRFGNQ ADHFLGSLAF
PofutlB SWDPAGYLLY CPCMGRFGNQ ADHFLGSLAF
PofutlC SWDPAGYLLY CPCMGRFGNQ ADHFLGSLAF
PofutlD SWDPAGYLLY CPCMGRFGNQ ADHFLGSLAF
PofutlE SWDPAGYLLY CPCMGRFGNQ ADHFLGSLAF
PofutlA  AKLLNRTLAV PPWIEYQHHK PPFTNVHVSY QKYFKLEPLQ AYHRVISLED FMEKLAPTHW
PofutlB  AKLLNRTLAV PPWIEYQHHK PPFTNVHVSY QKYFKLEPLQ AYHRVISLED FMEKLAPTHW
PofutlC  AKLLNRTLAV PPWIEYQHHE PPFTNVHVSY QKYFKLEPLQ AYHRVISLED FMEKLAPTHW
PofutlD  AKLLNRTLAV PPWIEYQHHK PPFTNVHVSY QKYFKLEPLQ AYHRVISLED FMEKLAPTHW
PofutlE  AKLLNRTLAV PPWIEYQHHK PPFTNVHVSY QKYFKLEPLQ AYHRVISLED FMEKLAPTHW
PofutlA  PPEKRVAYCF EVAAQRSPDK KTCPMKEGNP FGPFWDQFHV SFNKSELFAG ISFSASYKDQ
PofutlB  PPEKRVAYCF EVAAQRSPDK KTCPMKEGNP FGPFWDQFHV SFNKSELFAG ISFSASYKDQ
PofutlC  PPEKRVAYCS EVAARRSPDK KTCPMKEGNP FGPFWDQFHV SFNKSELFAG ISFSASYKDQ
PofutlD  PPEKRVAYCF EVAAQRSPDK KTCPMKEGNP FGPFWDQFHV SFNKSELFAG ISFSASYKDQ
PofutlE  PPEKRVAYCF EVAAQRSPDK KTCPMKEGNP FGPFWDQFHV SFNKSELFAG ISFSASYKDQ
PofutlA  WIQRFSPEEH PVLALPGAPA QFPVLEEHRP LQKYMVWSDE MVRTGEAQIH AHLIRPYVGI
PofutlB  WIQRFSPEEH PVLALPGAPA QFPVLEEHRP LQKYMVWSDE MVRTGEAQIH AHLIRPYVGI
PofutlC  WIQRTLVPHF HSKHQSPHWA QRSASVWLLT ACHVSEDVAS RSNQDGCVS-— —-——=--—---
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Figure 45 : Alignement des séquences protéiques déduites des cinq variants transcriptionnels du

gene bovin Pofutl.

Le peptide signal est en rose, les sites potentiels de N-glycosylation en jaune, les trois motifs conservés avec les
a2- et a6-fucosyltransférases sont : en bleu (motif I), en gris (motif II) et en vert (motif III). Le motif DXD est
en gras souligné et le domaine de rétention dans le RE de type KDEL-like est en vert foncé. La position des
acides aminés est indiquée sur la droite de 1’alignement. Les acides aminés qui différent de ceux de Pofutl A sont
en rouge.
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Pofut2A SAADILSGAA SRRRYLLYDV NPPEGFNLRR
Pofut2B SAADILSGAA SRRRYLLYDV NPPEGFNLRR
Pofut2C SAADILSGAA SRRRYLLYDV NPPEGFNLRR
Pofut2D SAADILSGAA SRRRYLLYDV NPPEGFNLRR
Pofut2E SAADILSGAA SRRRYLLYDV NPPEGEFNLRR
Pofut2A DVYIRIASLL KTLLKTEEWV LVLPPWGRLY HWQSPDIHQV RIPWSDFFDL PSLNRNIPVI
Pofut2B DVYIRIASLL KTLLKTEEWV LVLPPWGRLY HWQSPDIHQV RIPWSDFEFDL PSLNRNIPVI
Pofut2C DVYIRIASLL KTLLKTEEWV LVLPPWGRLY HWQSPDIHQV RIPWSDFFDL PSLNRNIPVI
Pofut2D DVYIRIASLL KTLLKTEEWV LVLPPWGRLY HWQSPDIHQV RIPWSDFFDL PSLNRNIPVI
Pofut2E DVYIRIASLL KTLLKTEEWV LVLPPWGRLY HWQSPDIHQV RIPWSDFFDL PSLNRNIPVI
Pofut2A EYEQFIAESG GPFIDQVYIL QGYAEGWKEG AWEEKIDSRP CIEPPLYSQD KHEYYRGWEW
Pofut2B EYEQFIAESG GPFIDQVYIL QGYAEGWKEG AWEEKIDSRP CIEPPLYSQD KHEYYRGWEW
Pofut2C EYEQFIAESG GPFIDQVYIL QGYAEGWKEG AWEEKIDSRP CIEPPLYSQD KHEYYRDRPP
Pofut2D EYEQFIAESG GPFIDQVYIL QGYAEGWKEG AWEEKIDSRP CIEPPLYSQD KHEYYRDRPP
Pofut2E EYEQFIAESG GPFIDQVYIL QGYAEGWKEG AWEEKIDSRP CIEPPLYSQD KHEYYRDRPP
Pofut2A GYEETRGLNV SCLSVQGSAS IIAPVLLRNT SARSVMLDRA ENLLHDHYGG KEYWDTRRSM
Pofut2B GYEETRGLNV SCLSVQGSAS IIAPVLLRNT SARSVMLDRA ENLLHDHYGG KEYWDTRRSM
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Figure 46 : Alignement des séquences protéiques déduites des cinq variants transcriptionnels du

gene bovin Pofut?.

Le peptide signal est en rose, les sites potentiels de N-glycosylation en jaune, les trois motifs conservés avec les
a2- et a6-fucosyltransférases sont : en bleu (motif I), en gris (motif II) et en vert (motif III). Le motif DXD est
en gras souligné. Dans la protéine Pofut2B, I’insertion de 30aa dans le motif II est indiquée en gras. La position
des acides aminés est indiquée sur la droite de 1’alignement. Les acides aminés qui différent de ceux de Pofut2A
sont en rouge.
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Dans le but de déterminer si les variants transcriptionnels sont susceptibles de coder
des protéines dotées d’une activité O-fucosyltransférase, des tests d’activité in vitro ont été
effectués. La séquence codante de chacun des variants transcriptionnels a été clonée dans le
vecteur d’expression eucaryote pcDNA/TOPO3.1. Les plasmides recombinants ont ensuite
étaient utilisés pour transfecter des cellules COS-1. Les tests d’activité sont réalisés avec Sug
de lysats cellulaires en utilisant comme substrat donneur le GDP-fucose radiomarqué au C'* et
comme substrats accepteurs, le domaine EGF du facteur de coagulation IX humain pour
Pofutl (Fig.47.) ou le troisieme domaine TSR de la thrombospondine I humaine pour Pofut2

(Fig.48.).
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Figure 47 : Activité O-fucosyltransférase 1 des protéines codées par les variants bovins Pofutla
a Pofutle.

A, Les activités sont données en nmole par heure et par mg de protéines totales. Elles sont indiquées au dessus
de chaque histogramme; B, Analyses en western blot de 1’expression des protéines recombinantes dans les
cellules COS-1 et détection a 1’aide de I’anticorps anti-Pofutl. 100 pg de protéines totales ont été déposées; les
tailles des protéines détectées sont indiquées.
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Figure 48 : Activit¢ O-fucosyltransférase 2 des protéines codées par les variants bovins Pofut2a
a Pofut2e.

A, Les activités sont données en nmole par heure et par mg de protéines totales. Elles sont indiquées au dessus
de chaque histogramme. B, Analyses en western blot de I’expression des protéines recombinantes dans les
cellules COS-1 et détection a I’aide de I’anticorps anti-Pofut2. 50pug de protéines totales ont été déposées; les
tailles des protéines détectées sont indiquées.

Dans le cas de Pofutl, seul le wvariant Pofutla code une protéine O-
fucosyltransférase 1 active. Dans le cas de Pofut2, seul le variant Pofut2a code une protéine
ayant une activité significative par rapport a 1’activité endogéne détectée dans les cellules
COS-1. Le variant Pofut2b semble coder une enzyme ayant une activité O-fucosyltransférase
2. Néanmoins, 1’activité de celle-ci, dans les conditions du test in vitro, n’est pas significative.
Les autres variants de Pofut2 codent tous la méme protéine tronquée dépourvue d’activité O-

fucosyltransférase.

Afin de vérifier I’expression des protéines recombinantes, nous avons effectué¢ des
analyses par western blot, avec nos anticorps polyclonaux, sur les lysats protéiques des
cellules COS-1 transfectées. Dans la figure 47, I’anticorps anti-Pofutl A bovin reconnait les
protéines Pofutl A, B et C a leurs masses moléculaires prédites, respectivement 45, 41 et 27
KDa (sans le peptide signal et diglycosylées). Cependant, 1’anticorps ne reconnait pas les
protéines D et E, dont la masse moléculaire prédite (sans le peptide signal et diglycosylées)

est de 22 KDa.
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Dans la figure 48, I’anticorps anti-Pofut2B bovin reconnait les protéines Pofut2A et B
a leurs masses moléculaires prédites, respectivement 50 et 52 KDa (sans le peptide signal et
triglycosylées). Cependant, I’anticorps ne reconnait pas les protéines C, D et E, qui sont
identiques et d’une masse moléculaire prédite (sans le peptide signal et non glycosylée, ne

possédant aucun des 3 sites potentiels de N-glycosylation) est de 18 KDa.

Les expériences de transfection ayant été conduites de facon simultanée, on peut
penser que les protéines PofutlD et E ainsi que les protéines Pofut2C, D et E, bien qu’étant
dépourvues de la majeure partie de leur domaine catalytique, ont été correctement produites,

mais sont trop tronquées pour étre reconnues par les anticorps.

1.2.4 Evolution des genes de O-fucosyltransférases

Une recherche in silico dans les bases de données moléculaires a permis la sélection de
27 séquences protéiques complétes correspondants a Pofutl et 21 pour Pofut2, provenant
d’espéces appartenant a divers groupes taxonomiques représentatifs du monde Animal. Dans
chacun des génomes étudiés, une seule copie de chacun des geénes Pofutl et Pofut? est
présente. Les séquences peptidiques déduites ont été alignées en utilisant comme références
les séquences des protéines bovines actives Pofutl A et Pofut2A. Les annexes [ et II a la fin de

ce chapitre sont dédiées a la présentation de ces alignements.

Les tailles des séquences utilisées vont de 380 a 404 acides aminés pour Pofutl et de
405 a 495 acides aminés pour Pofut2. Les différences de tailles pour chacune des enzymes
sont surtout dues a des divergences au niveau de la partie N-terminale des protéines, incluant
le peptide signal. Ainsi, la partie N-terminale des séquences, les portions de 1’alignement
comportant des insertions-délétions (indels) chez certaines especes et celles dont 1’alignement
peut étre discutable n’ont pas été prises en compte pour la construction des arbres

phylogénétiques.

Dans toutes les séquences, les motifs I, II et III, communs avec les a2 et a6-
fucosyltransférases, sont conservés et des sites de N-glycosylation sont retrouvés. Les
enzymes Pofutl et Pofut2 sont donc toutes potentiellement des glycoprotéines. Les séquences
correspondant a Pofutl possedent toutes en C-terminal une séquence de type KDEL-like, sauf
celle de I’Echinoderme Strongylocentrotus purpuratus qui est SIGV. Les sites de N-
glycosylation de Pofutl sont au nombre de deux chez les Mammiferes et leurs positions sont

strictement conservées. A 1’échelle du monde Animal, seul le premier site est conservé sauf
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pour les nématodes Caenorhabditis sp. et Strongyloides ratti, pour 1'Insecte Homalodisca
coagulata et pour le cnidaire Acropora millepora (pour ces trois dernieres especes, les
séquences de Pofutl sont partielles). La portion d’alignement des séquences de Pofutl chez
les Animaux ou sont situés les sites de N-glycosylation conservés chez les Mammiféres, est
présentée dans la publication 2. En ce qui concerne Pofut2, les deux premiers sites potentiels
de N-glycosylation sont retrouvés a des positions conservées chez les Ostéichthyens. Le site 2
est aussi présent chez les Urochordés (Ciona) et chez Caenorhabditis sp.. Le site 3 semble
moins conservé puisque a I’heure actuelle, il n’est présent que chez les Mammiféres, les

Téléostéens et I’Insecte, Anopheles gambiae.

Grace au logiciel smart (http://smart.embl-heidelberg.de/), nous avons identifié¢ les

peptides signaux potentiels des protéines Pofutl et Pofut2 de toutes les especes choisies (Voir
annexes I et II). Le fait que ces peptides soient présents a 1’extrémité N-terminale de
pratiquemment toutes les séquences analysées (sauf pour Pofutl et Pofut2 du poisson z¢bre
Danio rerio) ainsi que la démonstration faite de la localisation des enzymes Pofutl et Pofut2
humaines (Luo et Haltiwanger, 2005; Luo, Nita-Lazar et al., 2006), suggérent une localisation
réticulaire des O-fucosyltransférases chez toutes les especes. Ceci est appuyé par les résultats

obtenus par le logiciel Predotar (http://urgi.infobiogen.fr/predotar/french.html) qui prédit une

localisation réticulaire pour I’ensemble des protéines étudiées ici.

L’analyse et la comparaison de toutes ces séquences nous ont amené a ¢tablir les
organisations génomiques de Pofutl et Pofut2 dans la majorité des especes étudiées. Certaines
de ces organisations sont déja présentées dans la figure 7 de la publication 1. Les figures 49 et
50 incluent, en plus des organisations génomiques présentées dans 1’article, celles des génes
Pofutl et Pofut? d’autres organismes pour lesquels nous possédons des informations sur les
CDS et sur les séquences génomiques. Ces représentations tiennent compte uniquement des

exons codant la forme potentiellement active des enzymes; seuls les CDS sont indiqués.
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Figure 49 : Organisations exon/intron des CDS des genes Pofutl chez différentes especes

animales.
Pour les Vertébrés, les tailles des exons homologues sont indiquées dans le tableau. Celles des invertébrés sont
indiquées au dessus de chaque structure.

e Pour Pofutl, les organisations génomiques en sept exons codants sont

retrouvées chez tous les Vertébrés. La position des six introns est strictement conservée.

> Six introns sont également présents chez 1’Echinoderme Strongylocentrotus purpuratus.
Neéanmoins, la position de I’intron 3 est décalée de 3pb par rapport a celle de ’intron 3 des

Vertébrés.

> Chez les deux especes de nématode Caenorhabditis, bien que six introns existent, seules les

positions des introns 1 et 5 des Vertébrés sont conservées.
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> Chez I’abeille Apis mellifera, comme pour les Caenorhabditis, seules les positions des
introns 1 et 5 des Vertébrés sont conservées. Sa séquence étant incompléte en 3°, nous
n’avons pu l’inclure pour la reconstruction de notre arbre phylogénétique. Chez les autres
Insectes, B. mori, A. gambiae et les drosophiles, seule la position de I’intron 1 des Vertébrés

est conservée.

En conclusion, dans les génomes de toutes ces especes, la position de ’intron 1 est
conservée sauf pour les Urochordés du genre Ciona qui ont des génomes trés compacts
(environ 116,7MB pour Ciona intestinalis contre, par exemple, 400MB chez le poisson
Takifugu rubripes, 137MB chez Drosophila melanogaster ou encore 2,9GB chez Homo
sapiens). Leur geéne Pofutl a sans doute secondairement perdu ses séquences introniques. Sur
la base de cette comparaison de 1’organisation exon/intron, nous pouvons proposer que le
gene Pofutl présent chez I’ancétre des Bilatériens était constitué d’au moins deux exons et un

intron en position 1.

180 1230
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10 1346
Anopheles gambiae 1 I
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Figure 50 : Organisations exon/intron des CDS des genes Pofut2 chez différentes especes

animales.

Pour les Vertébrés, les tailles des exons homologues sont indiquées dans le tableau. Celles des invertébrés sont
indiquées au dessus de chaque structure.
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e Pour Pofut? les organisations génomiques révelent huit introns a des positions

strictement conservés chez les Vertébrés.

> Chez les nématodes Caenorhabditis, les positions des introns 2 et 3 sont conservées;
cependant, C. elegans possede un intron supplémentaire, sans doute acquis apres la séparation

d’avec C. briggsae.

> Chez les Insectes B. mori et D. melanogaster, le géne Pofut? est monoexonique, alors que
chez A. mellifera, il comporte un intron mais a une position non conservée par rapport a celle
du premier intron des Vertébrés. Cet intron résulterait d’une acquisition secondaire propre a

I’espece.

Ainsi, le géne Pofut2 chez I’ancétre des Bilatériens devait sans doute posséder les
introns 2 et 3 a ces mémes positions. Ceux-ci auraient ensuite été perdus chez les Insectes,
probablement par un mécanisme de transcription inverse et d’intégration dans le génome suite
a une recombinaison homologue au méme locus (Hu et Leung, 2006). De nouvelles séquences
de Pofut2 chez des espéces variées, notamment de protostomiens, devraient permettre de

tester cette hypothese.

En effectuant cette étude, nous avons observé que deux genres de protozoaires
appartenant au phylum des Apicomplexés, Cryptosporidium et Plasmodium, possedent
chacun une enzyme homologue a Pofut2, respectivement de 46laa et 394aa. Récemment,
nous avons identifié in silico la présence de Pofut2 chez Toxoplasma gondii. Les membres de
I'embranchement des Apicomplexés qu'on appelait autrefois Sporozoaires, sont tous des
parasites unicellulaires d'Animaux; certains causent de graves maladies chez ’Homme, la
cryptosporidiose lors d’une infection par Cryptosporidium parvum, la toxoplasmose dans le
cas de Toxoplasma gondii et le paludisme pour Plasmodium falciparum. Chez
Cryptosporidium et Plasmodium, Pofut2 est codée respectivement par un et deux exons

(Fig.50.). Chez Toxoplasma gondii, la protéine fait 478aa (www.toxoDB.org, séquence

(TgGLEAN 4271)) et est codée par huit exons. Les séquences présentes chez ces organismes
sont largement divergentes entre elles et par rapport a celles des Vertébrés. Pofut2 de C.
parvum et P. falciparum partagent 19,2% d’identité; celle de 7. gondii partage 19,6% et
13,3% d’identité respectivement avec les séquences de C. parvum et P. falciparum. A titre
d’exemple, I’enzyme Pofut2 bovine partage 15,1% et 23% d’identité respectivement avec
celle de P. falciparum et C. parvum. Nous n’avons pu mettre en évidence la présence de

Pofut2 chez d’autres espéces d’Apicomplexés (comme par exemple chez le genre Eimeria
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responsable de la coccidiose, entre autres, chez les oiseaux et les bovins). Nous pouvons
envisager que le geéne Pofut? ait ét¢ acquis par ces parasites intracellulaires grace a un
transfert latéral lors de I’infection d’un hoéte. La figure 51 résume les différentes hypotheses

permettant d’expliquer la présence et 1I’évolution du gene Pofut2 chez ces organismes.
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Hypothése 1

L’ancétre commun des trois genres
d’Apicomplexés a acquis par transfert latéral
le géne Pofut2 grice a un mécanisme de
rétrotranscription et insertion dans le génome.
L’ancétre commun des Plasmodium et des
Toxoplasmes a ensuite acquis un intron en
position 1. Aprés la spéciation de ces
derniers, 1’ancétre des Toxoplasmes a acquis
six introns.

Hypothése 2

L’ancétre commun des trois genres
d’Apicomplexés a acquis par transfert latéral
le géne Pofut? par rétrotranscription puis a
acquis un intron en position 1. L’ancétre des
Cryptosporidium 1’a ensuite perdu; leur
génome est en effet beaucoup plus compact.
L’ancétre des Toxoplasmes a ensuite acquis
six introns

Hypothése 3

L’ancétre des Cryptosporidium et 1’ancétre
commun des Toxoplasmes et des Plasmodium
ont acquis de fagon indépendante le géne
Pofut2 a partir de transferts latéraux
consécutifs a des infections d’hotes différents.
L’ancétre commun des Toxoplasmes et des
Plasmodium a acquis un intron en position 1.
L’ancétre des Toxoplasmes a ensuite acquis
six introns.

Figure 51 : Représentation schématique des différentes hypothéses permettant d’expliquer la
présence et 1’évolution du geéne Pofut2 chez trois genres de protozoaires du phylum des

Apicomplexés.

Les chiffres rouges indiquent le nombre d’evénements nécessaires a 1’aquisition et 1’évolution de ces génes.
L’hypothese la plus parcimonieuse est I’hypothése 1 qui ne fait intervenir que 3 événements évolutifs contre 4

pour les deux autres hypothéses.

Le génome de ces Apicomplexés ne semble pas contenir de géne orthologue au geéne

Pofutl. Pourtant, chez C. parvum de nombreuses protéines extracellulaires possédent des
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domaines EGF et TSR (Templeton et al., 2004), dont certains sont potentiellement O-
fucosylables (Tableau 4). Cette constatation nous a amen¢ a penser que la seule enzyme de O-
fucosylation présente chez cette espece, a savoir Pofut2, pouvait potentiellement avoir la
fonction de fucosyler les deux types de domaines. Chez cette espéce, le géne Pofut2 étant
monoexonique, nous avons pu amplifier le CDS par PCR en utilisant de I’ADN génomique
comme matrice (gracieusement fourni par Guan Zhu et Jan Keithly, Division of Infectious
Diseases, Wadsworth Center, New York State Department of Health, Albany, New York,
USA) et des amorces spécifiques choisies de part et d’autre de la séquence codante.
L’amplification ainsi obtenue a ensuite été clonée dans le vecteur d’expression eucaryote
pcDNA/TOPO3.1. L’expression hétérologue en cellules COS-1 de I’enzyme correspondante a
permis de réaliser in vitro des tests fonctionnels qui n’ont révélé aucune activité O-
fucosyltransférase sur les domaines TSR et EGF, utilisés pour la caractérisation des enzymes
Pofut bovines. Cependant, des analyses par western blot n’ont pu mettre en évidence la
présence de la protéine hétérologue, d’une masse estimée a 50 KDa (non glycosylée et sans le
peptide signal), dans les extraits protéiques des cellules COS-1 transfectées. Malgré tout, nous
pensons que I’enzyme Pofut2 de C. parvum a bien été exprimée, mais elle est tout simplement
trop divergente dans sa séquence en acides aminés pour étre reconnue par notre anticorps anti-

Pofut2 bovin et pour fucosyler des motifs EGF ou TSR humains.

Tableau 4 : Séquences de domaines EGF et TSR O-fucosylables présents dans des protéines

(non caractérisées) de Cryptosporidium parvum.
Les cystéines conservées participant a la formation des ponts disulfures sont en gras; le site potentiel de O-
fucosylation est en gras, rouge et souligné.

Protéines N° d’accées Type Séquences
EGF C'LMPNYC?SKEATC3KSDIVGQQTYIDYLNA
Cgd3_1860  EAKZ9110  ,o7'syr9 [ pRCAOCSLBGYIGDGRTKGTGCPO

EGF CEENNPC?DLSISSC3INTPGSYIC*DCPFKS
Cgd2_1590 EAK88814  jos'sur5  AGYMTSPINNKICET

TSR VGSWSEWSDC'STSC?GEGNRIRTREITKPPL
Cgd1_3500 EAKS88310 n°3sur6 NGDDSKCPELIERESC*NKDC®PHV(QC®

TSR YSOWSSWLPC *TSTC?NGGTTYRWRYPLNEVM
Ced6_780 EAKOOIT9 " pol'sur3  AGELECTITSQISAC*NSDVECSLECE

150



Résultats-Discussion : Résultats complémentaires de /la publication 1

Une recherche dans les banques d’EST nous a également permis de trouver des
séquences partielles codant potentiellement Pofutl (CN775567 et CN774562) et Pofut2
(CN776950 et DN245882) chez un Hydrozoaire du phylum des Cnidaires, Hydra
magnipapillata. Chez cette méme espece, nous avons également trouvé deux EST (DN815234
et CX831243) codant potentiellement des protéines ou des portions de protéines
potentiellement O-fucosylables, notamment les domaines EGF 11 et 12 d’une protéine
orthologue au récepteur Notchl. Ceci peut étre corrélé a la mise en évidence chez I’hydre, de
molécules impliquées dans la voie de signalisation par Notch, comme par exemple CBF1 et
Numb (Voir chapitre 3 de I’exposé bibliographique) (Steele, 2002). De méme, nous trouvons
deux EST (DN246105 et DN246354) codant potentiellement une protéine homologue a la
protéine CC6 (complement component 6) murine et possédant des domaines TSR O-
fucosylables (Tableau 5). Les génes Pofutl et Pofut? ainsi que les cibles des deux enzymes
sont donc largement répandus chez les Animaux. La démonstration de leur existence reste a

réaliser pour le phylum des Eponges.

Tableau 5 : Séquences de domaines EGF et TSR O-fucosylables chez Hydra magnipapillata.

Les cystéines conservées participant a la formation des ponts disulfures sont en gras; le site potentiel de

O-fucosylation est en gras, rouge et souligné.

N° EST Type Séquences

DIDEC'STQPC*ANNGSC®*IDIVNGFLC*RC°IDGF

DN815234 EGF n°11 de Notch RGSNCOSTIN

EGF n°12 de Notch ~ SINIDEC'DPSPC’LHENSTC®VDQINGFQC*EC’SP

DN815234 GYFGLRCPETET
YSEWSSYTEC'SATC?GEGLMERERTC3TNPAPVGK
DN246105 TSR 1 de CC6 GKDC*SSTLGPMSDEKPC®NLREC®P
ISEWTDFGPC'SKSC?’GGGISVRTRSC3TNPSPLNG
DN246354 TSR 2 de CC6 EKNC*SESTQESKDC®STDPC®P
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1.2.5 Synthese et conclusion

Comme dans les génomes de toutes les especes étudiées jusqu’a présent, les geénes
Pofutl et Pofut2 ne sont présents qu’en une seule copie dans le génome de Bos taurus (Figure
3, Publication 1). L’analyse phylogénétique ainsi que des comparaisons de séquences
montrent que les génes Pofutl et Pofut2 sont largement présents dans les génomes Animaux.
Les organisations de chacun des deux geénes sont conservées chez les Vertébrés. En effet, si
on ne tient compte que des exons codant la forme active de chaque enzyme, les positions
introniques sont conservées pour Pofutl et Pofut2 chez tous les Vertébrés (Figure7A et B
publicationl, Fig.50 et 51.). L’analyse phylogénétique nous permet de proposer que les génes
de O-fucosyltransférases présents chez I’ancétre des Bilatériens étaient constitués d’au moins
deux exons et un intron en position 1 pour Pofutl et d’au moins trois exons et deux introns

aux positionx 2 et 3 pour Pofut?.

L’organisation génomique du geéne Pofutl bovin est différente de celle précédemment
déterminée chez I’Homme et la souris. En effet, le géne bovin que nous avons localisé in
silico sur le chromosome 13, dans une région homologue au chromosome 20 humain et 2
murin, est plus long car il posséde deux exons supplémentaires. Ceux-ci sont localisés environ
16 Kb apres ’exon homologue des derniers exons humains et murins et semblent étre une
spécificité bovine. En effet, aucune séquence homologue n’a pu étre mise en évidence dans
les génomes d’autres espéces. Par rapport au géne murin, les génes Pofut/ humain et bovin
présentent un exon supplémentaire en position 5. Néanmoins, les séquences de cet exon ne
sont pas les mémes chez les deux especes. En effet, la séquence humaine homologue de

I’exon 5 bovin est retrouvée dans ’intron 6.

Mise a part la taille des introns, plus petites dans le géne bovin, 1’organisation
génomique de Pofut? est la méme que chez ’Homme et la souris. Pour D’instant, la

localisation chromosomique du geéne pofut2 bovin n’est pas connue.

Dans I’espéce bovine, nous avons mis en évidence pour la premiére fois, cing
transcrits pour chacun des deux geénes et analysé leurs expressions tissulaires. Les tissus
provenant d’embryons posseédent au moins trois variants Pofutl et les cinq variants Pofut2.
Chez I’adulte, chaque tissu possede au moins un variant Pofut/ et au moins quatre des cinq
variants Pofut2. Un nombre plus important de transcrits différents pour chacun des genes est
donc observé chez I’embryon. Pour Pofutl, ce résultat est a corréler avec une activité intense

du récepteur Notch lors du développement embryonnaire (Shi et Stanley, 2006). Il nous reste
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cependant a déterminer si ces variants transcriptionnels sont traduits in vivo. Les protéines
codées par les variants Pofutlb a Pofutle et Pofut2c a Pofut2e n’ont pas d’activité O-
fucosyltransférase in vitro, du moins sur les accepteurs que nous utilisons. Néanmoins, elles
peuvent avoir des roles importants dans la cellule. I a ét¢ montré récemment que I’enzyme
Pofutl possédait une activité chaperonne vis-a-vis de Notch et ceci, indépendamment de son
activité O-fucosyltransférase (Okajima et al., 2005). 1l est envisageable que les protéines
issues de ces variants chez le bovin soient impliquées dans de tels mécanismes ou aient au
sein des cellules des roles de lectines reconnaissant des O-fucoses et modulant ainsi les
interactions entre protéines O-fucosylées. Si toutefois ces transcrits ne sont pas traduits in
vivo, ils peuvent avoir un rdle dans la régulation post-transcriptionnelle et donc controler le
niveau d’expression des protéines actives (Lareau et al., 2004); ce point est discuté¢ dans la
partie 2 des résultats. Le variant Pofut2b coderait une protéine dotée d’une faible activité O-
fucosyltransférase 2 in vitro. Cependant, nous ne savons pas si cette protéine est traduite in
vivo, et si c’est le cas, si elle posséde, dans ce contexte, une activité O-fucosyltransférase

significative.

Les anticorps anti-Pofutl et anti-Pofut2 développés et testés dans le cadre de cette
¢tude vont nous permettre de répondre a certaines de ces questions, en déterminant les profils
d’expression des O-fucosyltransférases dans les tissus bovins. Ce point est abordé pour Pofutl
dans la seconde publication, et dans les résultats complémentaires, pour Pofut2. En effet, le
second article est consacré a 1’étude de la protéine Pofutl bovine. Son expression tissulaire et

ses caractéristiques fonctionnelles, notamment sa glycosylation, y sont détaillées.
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Alignement des séquences protéiques de Pofutl des différentes espéces

choisies pour I’étude phylogénétique.

Les séquences sont alignées par rapport a la séquence de Bos taurus qui sert ici de

référence. Les insertions et délétions sont symbolisées par * et les acides aminés identiques a

la séquence de référence par -. Sous I’alignement, sont repérés par (*) les positions ou 1’acide

aminé est strictement conservé. Les portions de 1’alignement surlignées en gris ne sont pas

prises en compte pour I’analyse phylogénétique (alignement délicat du aux degrés de

divergence entre séquences, insertions spécifiques, séquences partielles). Les motifs I, II et I1I

communs avec les a2- et a6-fucosyltransférases sont respectivement surlignés en bleu, rose et

vert. Les sites potentiels de N-glycosylation sont surlignés en jaune. Les acides aminés

définissant le peptide signal sont notés en gras et rouge, les motifs DXD sont notés en jaune et

surlignés en bleu et les motifs KDEL-like sont notés en blanc, surlignés en rouge. Les

positions des introns chez le bovin sont repérées par une fleche (]). Les numéros d’acces des

séquences dans Genbank sont référencés dans la publication 1.
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Alignement des séquences protéiques de Pofut2 des différentes especes

choisies pour I’étude phylogénétique.

Les séquences sont alignées par rapport a la séquence de Bos taurus qui sert ici de

référence. Les insertions et délétions sont symbolisées par = et les acides aminés identiques a

la séquence de référence, par -. Sous I’alignement, sont repérés par (*) les positions ou ’acide

aminé est strictement conservé. Les portions de 1’alignement surlignées en gris ne sont pas

prises en compte pour l’analyse phylogénétique (alignement délicat du aux degrés de

divergence entre séquences, insertions spécifiques, séquences partielles). Les motifs I, IT et I11

communs avec les a2- et a6-fucosyltransférases sont respectivement surlignés en bleu, rose et

vert. Les sites potentiels de N-glycosylation sont surlignés en jaune. Les acides aminés

définissant le peptide signal sont notés en gras et rouge, les motifs DXD sont notés en jaune et

surlignés en bleu. Les positions des introns chez le bovin sont repérées par une fléche (|). Les

numéros d’acces des séquences dans Genbank sont référencés dans la publication 1.
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Lors de notre précédente étude, nous avons remarqué que I’enzyme bovine Pofutl
possédait deux sites potentiels de N-glycosylation, tout comme 1’ensemble des enzymes de
Mammiféres. Parmi ces deux sites, le premier (N® chez Bos taurus) est conservé chez toutes
les espeéces pour lesquelles nous avons identifié le géne Pofutl dans les bases de données,
exception faite des nématodes Caenorhabditis briggsae, C. elegans et Strongyloides ratti, de
I’Insecte de 1’ordre des Hémiptéres, Homalodisca coagulata et du cnidaire de la classe des

Anthozoaires, Acropora millepora. Le deuxiéme site (N'®

chez Bos taurus) est seulement
présent dans les séquences de Mammiféres et de 1’Insecte de I’ordre des Lépidopteres Bombyx

mori.

Dans le but d’étudier le role potentiel de la N-glycosylation dans I’activité¢ de I’enzyme
Pofutl bovine, nous avons dans un premier temps démontré que celle-ci est effectivement
diglycosylée in vivo sur ces deux sites (N® et N'®), et in vitro lorsqu’elle est exprimée par
des cellules COS-1 transfectées. Puis, des analyses fonctionnelles des protéines mutées sur

I’un, I’autre, ou les deux résidus asparagine ont ét¢ réalisées.

L’étude des protéines Pofutl mutées indique que le second site de N-glycosylation est
pratiquement facultatif pour 1’activité de la protéine. En effet, ’absence de N-glycane au
second site de N-glycosylation ne diminue I’activité O-fucosyltransférase in vitro que de
26,2%. Ce résultat est cohérent avec la non conservation de ce site chez toutes les espéces de
Vertébrés et son absence chez les Invertébrés. Le premier site de N-glycosylation est par
contre essentiel pour la stabilité et la bonne conformation de la protéine Pofutl bovine. Sa

mutation entraine son accumulation et son agrégation dans le réticulum endoplasmique.

es travaux sont présentés de maniére détaillée dans 1’article ci-apreés, publié dans la
Ces't t tés d détaillée dans ’articl , publié dans 1

revue FEBS Journal en 2007.
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2.1 Publication 2

The two N-glycans present on bovine Pofutl are

differently involved in its solublity and activity

Loriol, C., Audfray, A., Dupuy, F., Germot, A.,and Maftah, A.

FEBS Journal, 2007, vol 274, 1202-1211
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2.2 Résultats complémentaires

2.2.1 Expression tissulaire de I’enzyme bovine Pofutl

Grace a nos anticorps polyclonaux anti-Pofutl, nous avons pu établir le profil
d’expression de cette enzyme au sein des treize tissus prélevés chez le bovin adulte (Fig.52.).
Ce sont ces mémes tissus qui ont été auparavant utilisés pour la caractérisation du profil
d’expression des variants transcriptionnels (cf. Publication 1). De la méme fagon, le profil
d’expression de Pofutl dans les huit tissus d’embryon bovin a été étudié (Fig.52.). Les
résultats, avec d’une part les trois adultes, et d’autre part les trois embryons, étant les mémes,
nous ne présentons que ceux obtenus avec un adulte et un embryon. Une partie de ces

résultats est présentée dans la publication 2.

Adultes Embryons
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Figure 52 : Profil d’expression tissulaire de la protéine bovine Pofutl.

Treize tissus adultes et huit tissus embryonnaires ont été analysés. S0ug d’extraits protéiques tissulaires sont
déposés par piste. 100 ng de la protéine Pofutl bovine exprimée dans E. coli et purifiée servent de témoin. Les
tailles des protéines révélées dans les tissus sont indiquées par des fléches sur la droite de la figure.
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Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, la protéine Pofutl qui a servi
d’antigéne pour la production des anticorps, porte encore le peptide signal et une étiquette
(His)s a chacune de ses extrémités. Sa masse moléculaire déduite de la séquence peptidique
est de 46,9 KDa. Dans tous les tissus bovins adultes et embryonnaires, a 1’exception des
muscles squelettiques adultes, nous révélons une bande protéique de taille similaire. La taille
prédite de la protéine Pofutl active et diglycosylée (cf. Résulats complémentaire publication
1), apres clivage du peptide signal dans le réticulum endoplasmique est de 45 KDa. On peut
par conséquent conclure que tous les tissus, sauf les muscles chez 1’adulte, expriment une
protéine Pofutl portant deux N-glycanes. Ceci est confirmé par les résultats obtenus dans la
publication 2 ou la déglycosylation partielle par I’enzyme PNGase F de la protéine
recombinante Pofutl bovine, produite dans les cellules COS-1, génére trois entités protéiques
correspondant respectivement a des protéines di-, mono- et déglycosylées. Ce méme
traitement réalisé pendant 20 heures sur un extrait de protéines totales de foie bovin produit
une entité protéique de 41 KDa correspondant a la taille attendue de I’enzyme Pofutl sans son
peptide signal et sans glycane. Aucune protéine issue de la traduction des variants Pofutlb a
e (cf. Publication 1) n’a été mise en évidence dans les tissus bovins. In vivo, ces transcrits,
non traduits, pourraient jouer un réle dans la régulation du niveau d’expression de I’enzyme
Pofutl active (Lareau et al., 2004). En effet, de plus en plus d’études tendent & montrer que de
nombreux ARN non codants (ARNnc) seraient présents dans les cellules eucaryotes. Ceux-ci
seraient impliqués dans des processus de régulation de 1’expression génique a plusieurs
niveaux : ARN interférence, déméthylation de I’ADN, régulation de la structure de la
chromatine (Costa, 2005). L exemple le plus connu est ’inactivation du chromosome X chez
les Mammiferes par I’ARNnc XIST (Rastan, 1994). Des dérégulations du niveau d’expression
de ces ARNnc seraient impliquées dans I’apparition de certaines pathologies cancéreuses

(Srikantan et al., 2000) et neurologiques (Runte et al., 2004).

Une protéine d’environ 32 KDa est reconnue dans chacun des extraits protéiques des
muscles squelettiques adultes quelque soit leur métabolisme, lent/oxydatif (Diaphragme,
Onglet, Rectus abdominis) ou rapide/glycolytique (Semitendinosus, Longissimus thoraci). La
bande correspondante est cependant de trés faible intensité dans 1'onglet ou une autre bande
protéique d’environ 36 KDa est détectée. Donc, malgré la présence de transcrits pofutla dans
les muscles squelettiques chez I’adulte, la protéine correspondante Pofutl A n'est pas révélée.
Aucun des autres transcrits caractérisés dans 1’étude précédente ne peut expliquer la présence

de protéines Pofutl de cette taille. Afin d’identifier ces protéines, des expériences
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d’immunoprécipitation utilisant I’anticorps anti-Pofutl ont été conduites. Ces expériences
n’ont malheureusement pas été concluantes, sans doute a cause du faible niveau d’expression
de ces enzymes. Il est certes possible que la présence de ces protéines de faible masse
moléculaire soit liée a la traduction d’un ou plusieurs autres variants transcriptionnels non
encore identifiés. Néanmoins, cette hypothése semble peu probable. En effet, étant donné leur
faible taille potentielle, nous aurions da les amplifier lors de nos études par RT-PCR. Il
semble peu probable également que ce marquage soit lié a une dégradation protéolytique de la
protéine Pofutl lors de la préparation des échantillons, les extractions protéiques étant
réalisées simultanément et en présence de puissants inhibiteurs de protéases. De plus, il est
peu vraisemblable que ce type de dégradation génére une entité protéique unique.
L’hypotheése la plus vraisemblable est qu’il se produise un clivage protéolytique spécifique au
sein des muscles squelettiques adultes. On sait en effet, que certaines protéases sont
spécifiques de ces tissus, comme la Calpaine musculaire (Bartoli et Richard, 2005). Ce
clivage conduirait a la présence dans ces tisssus d’une forme inactive de 1’enzyme Pofutl.
Ceci peut étre reli¢ avec la forte activité des récepteurs Notch lors de la formation des muscles
squelettiques au cours du développement embryonnaire, et a leur activité basale dans les
tissus musculaires adultes (Conboy et al., 2003). Pour conforter cette hypothéese, il serait
nécessaire d’effectuer des tests d’activité enzymatique a partir d’extraits protéiques totaux de

muscles embryonnaires et adultes.

L’¢tude de I’expression tissulaire de Pofutl révele donc que la forme active est
invariablement présente dans certains tissus bovins (cerveau, cceur, foie, poumon, rate et
reins) de 1’adulte et de I’embryon. A I’inverse, les tissus musculaires squelettiques adultes
n’expriment pas les mémes formes de la protéine. Il serait intéressant d’analyser I’expression
de la protéine Pofutl, dans des tissus musculaires squelettiques provenant d’embryons et de
nouveaux-nés a des stades de développement différents, ceci afin de mettre en évidence la

transition entre I’expression de la forme active et de la forme tronquée.

Dans le but de révéler si des formes atypiques de la protéine Pofutl existaient dans les
muscles squelettiques d’organismes appartenant a d’autres espéces, nous avons utilisé
I’anticorps anti-Pofut]l pour une réaction croisée sur des protéines extraites de tissus de deux
autres especes de Mammiferes. Les tissus adultes examinés sont le coeur et le Semitendinosus

de souris, et deux muscles squelettiques de porc (muscles de la cuisse et longe) (Fig.53.).
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Figure 53 : Expression de Pofutl dans des tissus de Mammifeéres.
L’analyse a porté sur 50ug d’extrait protéique total d’un tissu et sur 100ng de protéine purifiée.

Une protéine qui correspondrait a Pofutl, est reconnue par ’anticorps dans I’extrait
protéique de coeur murin. Sa masse est similaire a celle de Pofutl A détectée dans un extrait de
ceeur bovin. Les extraits de muscles squelettiques de souris et de porc présentent une forme
protéique de taille comparable a celle détectée dans les muscles squelettiques bovins adultes.
Ainsi, les muscles squelettiques de ces deux autres espéces n’exprimeraient pas non plus la
forme active de ’enzyme. Cette analyse confirme donc la présence chez d’autres espéces de
Mammiféres d’une forme tronquée de la protéine Pofutl. Il existerait donc un mécanisme
conservé d’inactivation de la protéine Pofutl dans les muscles squelettiques de Mammiferes
adultes. La caractérisation de cette forme protéique revét donc un intérét crucial, d’une part
pour mieux comprendre la fonction biologique de la forme active, et d’autre part pour mettre
en évidence si cette forme tronquée possede elle-méme une fonction biologique indépendante

de Pactivité O-fucosyltransférase.

2.2.2 Expression tissulaire de I’enzyme bovine Pofut2

Cette ¢tude a été conduite en parallele avec celle portant sur I’expression de Pofutl.
En effet, grice aux anticorps polyclonaux anti-Pofut2, nous avons étudi¢ 1’expression
tissulaire de la protéine bovine Pofut2, au sein des treize tissus adultes et des huit tissus

embryonnaires bovins cités plus haut (Fig.54.).
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Figure 54 : Profil d’expression tissulaire de la protéine bovine Pofut2.
Treize tissus adultes et huit tissus embryonnaires ont été analysés. S0ug d’extraits protéiques tissulaires sont
déposés par piste. 100 ng de la protéine Pofut2 bovine exprimée dans E. coli et purifiée servent de témoin. Les
tailles des protéines révélées sont indiquées par des fléches sur la droite de la figure.

Comme I’illustre la figure 54, le profil d’expression de Pofut2 dans les divers tissus
analysés est plus complexe et encore plus inattendu que celui de Pofutl. La protéine Pofut2
qui a servi d’antigeéne pour la production des anticorps correspond a la forme Pofut2B et porte
encore le peptide signal et une étiquette (His)s a chacune de ses extrémités. Sa masse
moléculaire déduite de la séquence peptidique est de 52 KDa. Dans tous les tissus, sauf les
muscles squelettiques chez 1’adulte, une protéine d’environ 50 KDa est détectée. Celle-ci
pourrait correspondre a une forme triglycosylée de I’enzyme active Pofut2A ou diglycosylée
de ’enzyme Pofut2B. Cependant, cette derni¢re hypothése semble peu problable étant donné
I’activité non significative de la forme Pofut2B in vitro (cf. Résultats complémentaire
publication 1). Dans le cerveau embryonnaire, une forme protéique supplémentaire est
détectée a une taille 1égerement supérieure (~52 KDa); elle pourrait correspondre a la forme
triglycosylée de Pofut2B. Dans le pancréas adulte, il existe deux formes supplémentaires de
45 et 37 KDa. Celles-ci ne peuvent pas correspondre aux produits des variants
transcriptionnels Pofut2c, d ou e, dont la traduction conduirait a la méme protéine non
glycosylée de 18 KDa. Ces formes protéiques peuvent donc résulter de la traduction d’un
autre variant transcriptionnel, qui serait spécifique de ce tissu. D’autres protéines de trés haut
poids moléculaires sont détectées dans le foie, les poumons et les reins adultes (~150 KDa) et
dans le cerveau et tous les muscles squelettiques adultes (~100 KDa). Ces protéines sont

A

d’ailleurs les seules a étre reconnues par 1’anticorps dans les muscles squelettiques chez
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’adulte, alors que les variants transcriptionnels du geéne Pofut2a y sont présents. Ces résultats
ont été confirmés par des expériences indépendantes qui révelent toujours le profil présenté
dans la figure 54. Ces formes de haut poids moléculaires pourraient correspondre a des
dimeres (100 KDa) et des triméres (150 KDa) d’enzymes Pofut2 ou étre dues a une
association de Pofut2 avec d’autres protéines présentes dans les tissus adultes, association qui
serait résistante aux conditions dénaturantes de 1’¢lectrophorése. Ces résultats mettent en
évidence un mode de fonctionnement différent de la O-fucosyltransférase 2 dans les tissus
embryonnaires et adultes. Des expériences d’immunoprécipitation seront toutefois nécessaires
pour confirmer la nature des formes protéiques de haut poids moléculaires présentes dans les

tissus musculaires squelettiques adultes.

Dans le but de révéler si des formes atypiques de la protéinePofut2 existaient dans les
muscles squelettiques d’organismes appartenant a une autre espéce nous avons utilisé
I’anticorps pour une réaction croisée sur des protéines extraites de deux tissus murins, du

poumon et du Semitendinosus (Fig.55.).

Semitendinostis

Protéine purifiée

Poumon
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<— 100 KDa

<«— 350KDa

Figure 55 : Expression de Pofut2 dans deux tissus murins.
L’analyse a porté sur 50pug d’extrait protéique total d’un tissu et sur 100ng de protéine purifiée.

Une protéine qui correspondrait a Pofut2 est reconnue par I’anticorps, dans 1’extrait de
poumon murin, a une taille de 50 KDa. Comme dans le cas du bovin, ce tissu présente une
autre forme protéique a un poids moléculaire supérieur (~150 KDa). Les muscles
squelettiques de souris n’exprimeraient pas non plus la forme active de I’enzyme puisqu’une

protéine de 100 KDa est majoritairement détectée. Ce résultat semble confirmer I’existence
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d’un mode d’action conservé de la O-fucosyltransférase 2 dans les muscles squelettiques

adultes bovins et murins.

2.2.3 Synthese et conclusion

Durant cette ¢tude, nous avons donc déterminé le profil d’expression des enzymes
Pofutl et Pofut2 bovines dans treize tissus d’adultes et huit tissus d’embryons. Mis a part les
formes atypiques détectées dans les muscles squelettiques adultes, seules les protéines Pofutl
et Pofut2 actives, issue de la traduction des variants /a et 2a, seraient détectées in vivo sous
une forme respectivement di- et triglycosylée. Les variants Pofutlb a le et Pofut2b a 2e mis
en évidence lors de notre précédente étude ne sont donc pas traduits in vivo (sauf peut-étre
Pofut2B dans le cerveau adulte) et pourraient jouer un rdle au niveau transcriptionnel dans la

régulation de I’expression des enzymes Pofutl et Pofut2 actives.

L’¢étude de I’'impact des sites de N-glycosylation de I’enzyme Pofutl bovine révéle que
la mutation du second site de N-glycosylation ne modifie pas la solubilit¢ de I’enzyme mais
diminue son activité catalytique. La mutation du premier site de N-glycosylation entraine
quant a elle la disparition de la protéine de la phase soluble d’un extrait protéique de cellule
COS-1 transfectées, suggérant son agrégation dans le réticulum endoplasmique. En effet, seul
un traitement de la fraction insoluble de ces extraits par de I’'urée 10M permet sa libération et
sa détection en western blot. Ce traitement n’autorisant pas les tests d’activité enzymatique, il
nous a été impossible de vérifier si I’enzyme produite possédait encore une activité O-

fucosyltransférase.

Une étude similaire a celle réalisée sur Pofutl, portant sur les fonctions des N-glycanes
de I’enzyme Pofut2 est envisagée. Etant donné I’importance démontrée de la O-fucosylation
des domaines EGF dans les processus développementaux et dans la myogenése, mes efforts se

sont d’avantage centrés sur Pofutl.
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3 Pofutl : un role dans la différenciation

de cellules musculaires en culture ?
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Les cellules satellites sont considérées comme les cellules souches du muscle
squelettique adulte. Localisées a la périphérie des fibres, elles ont la propriété de remodeler le
muscle squelettique adulte en participant a sa croissance et/ou sa réparation, puisque capables
de générer des cellules qui vont entrer en différenciation et des cellules qui vont adopter un
phénotype immature. Comme nous 1’avons vu dans 1’exposé bibliographique, le récepteur
Notch est un récepteur transmembranaire dont I’activation induit I’expression de genes
impliqués dans la détermination cellulaire et tissulaire ainsi que dans le maintien de 1’état
immature des cellules souches au cours du développement de nombreux tissus. Il a été¢ montré
que la surexpression de formes constitutivement actives du récepteur Notchl dans des
myoblastes prolifératifs (cellules satellites activées), inhibe leurs différenciations (Nofziger et
al., 1999). De plus, la perte progressive de la capacité régénératrice des cellules satellites de
souris, au cours du vieillissement, est en partie due a une diminution de la signalisation
induite par le récepteur Notch (Conboy ef al., 2003). Afin de mieux caractériser le rdle du
récepteur Notch, dans la détermination et I’entrée en prolifération des cellules satellites,
Kitzmann, Cornac et leurs collaborateurs ont caractérisé 1’expression de Notchl dans des
myoblastes prolifératifs de la lignée myoblastique murine C2C12 (communication au Club
Muscle et Développement I1I, 16-17 Décembre 2004, Paris). Dans cette étude, Notchl s’est
révélé étre responsable du maintien d’une sous population de cellules satellites dans un état
immature. L’inhibition de son activité (par 1’utilisation d’inhibiteurs de y-secrétases) entraine
une fusion de ces cellules avec les myotubes préexistants, conduisant ainsi a une hypertrophie

musculaire.

La O-fucosylation des membres de la famille Notch est indispensable a leur activité.
En effet, les O-fucosylglycanes présents a la fois sur les récepteurs Notch et sur leurs ligands
vont moduler leurs interactions et vont donc participer au réglage des voies de signalisation
intra cytoplasmique conduisant, dans la cellule myoblastique, a I’expression de génes
inhibiteurs de la différenciation. C’est pourquoi, nous avons pensé que la modulation de
I’expression du gene Pofutl, responsable de la O-fucosylation de Notch et ses ligands, aurait

un impact sur la différenciation des cellules musculaires en culture.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons entrepris d’étudier les répercussions d’une
modulation de D’expression du geéne Pofutl (surexpression ou sous-expression) sur le
déroulement du programme myogénique de cellules myoblastiques en culture, notamment sur

I’expression des facteurs myogéniques de la famille bHLH. Pour ce faire, il a fallu développer
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au sein du laboratoire les techniques d’isolement, de culture et de différenciation de cellules
satellites bovines et construire les différents vecteurs d’expression eucaryote nécessaires aux
transfections transitoires. En méme temps, nous avons développé la méme approche sur les
cellules myoblastiques de la lignée murine C2C12. Ce dernier modele cellulaire est également
utilis€ au sein de I’équipe pour étudier I’expression du glycogénome au cours de la

différenciation des myoblastes en myotubes.
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3.1 Mise en place de la culture primaire de
cellules satellites bovines et des vecteurs

d’expression eucaryote

Le but ultime de cette these étant d’évaluer le rdle joué par I’enzyme bovine Pofutl au
cours de la différenciation de cellules myoblastiques en culture, nous avons mis en place
I’isolement et la culture primaire de cellules satellites extraites du muscle squelettique

Semitendinosus d’embryons bovins.

3.1.1 Isolement, culture et différenciation

Les cellules satellites bovines, une fois extraites du muscle squelettique (cf. annexe III
qui constitue la partie « Matériels et Méthodes » de cette troisiéme partie), sont placées dans
un milieu de culture qui les engage dans le cycle cellulaire pour devenir des myoblastes.
Quarante huit heures apres 1’isolement, les cellules satellites musculaires sont triées de fagon
a ¢liminer les fibroblastes isolés de facon simultanée, lesquels, de par leur vitesse de
prolifération prendraient rapidement le dessus sur les cellules musculaires. Ce tri s’effectue au
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) grace a un marquage utilisant un anticorps anti-
CD56 couplé a la phycoérythrine (PE) (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix, France).
L’anticorps reconnait de fagon spécifique les myoblastes, qui portent a leur surface le
marqueur CD56 ou PSA-NCAM (polysialic acid-neural cell adhesion molecule) intervenant
dans les processus de migration neuronale et musculaire, alors que les fibroblastes en sont
dépourvus. Comme controle isotypique de fluorométrie, nous utilisons des IgG1 de souris
couplées a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (Becton-Dickinson). Ils permettent

d’estimer et de corriger la liaison non spécifique des anticorps aux cellules (Fig.56.).
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Figure 56 : Résultat d’un tri sur un ensemble de cellules isolées d’un muscle squelettique

d’embryon bovin.

A, Cytogramme biparamétrique, rapport taille vs fluorescence verte des cellules marquées avec 1’anticorps
isotypique couplé FITC; B, Cytogramme biparamétrique, rapport taille vs fluorescence orange des cellules
marquées avec ’anticorps anti-CD56 couplé PE; C, Histogramme monoparamétrique, rapport fluorescence vs
nombre de cellules. 1,55% des cellules sont marquées avec 1’anticorps isotypique et 97,91% avec 1’anticorps
anti-CD56. Ainsi, 96,36% des cellules sont des myoblastes.

L’isolement de cellules satellites bovines a également été effectué a partir d’un muscle
bovin adulte. Le nombre de cellules collectées, apres tri, étant beaucoup plus faible (environ
15% contre 95% en moyenne avec un muscle d’embryon), nous avons décidé de poursuivre

notre étude sur des cellules provenant d’embryons.

Les cellules satellites, triées de facon stérile, peuvent étre remises en culture. Ces
cellules myoblastiques primaires en culture, comme les cellules de lignées, ont la capacité de
se différencier in vitro, c'est-a-dire de fusionner pour former des myotubes. Pour contrdler les
différentes étapes de leur différenciation, les cellules sont cultivées dans un premier temps
dans un milieu dit de prolifération, contenant 10% de sérum de veaux feetal (FCS), cette forte
concentration de sérum inhibant la différenciation. Lorsque les cellules sont presque a
confluence (recouvrant entre 80 et 90% de la flasque de culture), le milieu est remplacé par un

milieu contenant 2% de sérum de cheval qui va induire la fusion.

Des immunomarquages avec un anticorps dirigé contre la laminine, fortement
exprimée dans les myotubes, permettent de vérifier que les cellules isolées et cultivées sont

capables de fusionner pour former des myotubes (Fig.57.).
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Figure 57 : Photographies en lumiére blanche et immunomarquages des myoblastes et myotubes

bovins.

A, myoblastes bovins en phase proliférative (X10); B, myotubes formés aprés 120 heures en milieu de
différenciation (X10); C, marquage d’un myotube avec 1’anticorps anti-laminine (X40); D, marquage a ’iodure
de propidium (IP) afin de visualiser les noyaux (X40); E, réseau de myotubes bovins marqués avec 1’anticorps
anti-laminine (X10). L’anticorps anti-laminine, produit chez la souris est utilis¢é comme anticorps primaire.
L’anticorps secondaire est un anticorps anti-IgG de souris couplé a la FITC.

En quelques mois, nous avons donc mis en place une culture de myoblastes bovins et
nous avons su en maitriser la culture jusqu'a son terme, la différenciation en myotubes.
Néanmoins, comme nous le verrons plus loin, la culture primaire de cellules présente

plusieurs inconvénients majeurs.

3.1.2 Construction des vecteurs eucaryotes pour les

transfections

Un vecteur d’expression eucaryote permettant de surexprimer I’enzyme Pofutl A
bovine, et un autre vecteur dit de shRNA (short hairpin RNA) permettant d’inhiber

I’expression d’ARNm du gene Pofutla, ont été construits.

3.1.2.1 Vecteur de surexpression

Conscients du faible taux de transfection généralement atteint avec des cellules en
cultures primaires, nous avons choisi d’utiliser un vecteur d’expression eucaryote portant la

séquence codante de ’eGFP (ou d’un de ses dérivés). Ce vecteur nous permet de vérifier le
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taux de transfection et de trier en cytométrie de flux, les cellules effectivement transfectées. A
la suite du tri, les cellules transfectées sont remises en culture et leur différenciation induite 24
heures plus tard. Onze flasques sont ensemencées afin de suivre la cinétique de
différenciation. Les répercussions de la surexpression de Pofutl sur la différenciation d’une

population homogéne de cellules peuvent alors étre observée.

Le choix du vecteur d’expression n’a pas été simple. En effet, fusionner la protéine
Pofutl A recombinante directement au marqueur fluorescent (que se soit en N ou C-terminal)

entraine une perte totale de I’activité O-fucosyltransférase.

Notre choix s’est donc port¢ sur le vecteur pVITRO2-IGFP (Cayla-InvivoGen,
Toulouse, France) (Fig.58.).
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Figure 58 : Vecteur choisi pour la surexpression de I’enzyme Pofutl A dans les cellules

primaires de muscle bovin.

Ce vecteur possede deux sites multiples de clonage (mcs). Au mcsl, nous avons demandé a I’entreprise
InvivoGen de cloner le CDS du transcrit codant la IGFP (un dérivé de la GFP) excitable a 488nm. Au mcs2,
nous avons cloné le CDS du transcrit bovin Pofut/a codant la forme active de la O-fucosyltransférase 1.

Ce vecteur possede deux promoteurs composites nommés hFer/m-chEF1. Ils résultent
de I’association entre le promoteur ubiquitaire de la ferritine humaine et la région S’UTR du
gene EF'] de la souris (promoteur avant le mcs1) ou du chimpanzé (promoteur avant le mcs2).
Ainsi, I’activation du promoteur est constitutive et non régulée par le taux de fer. Ils sont de
plus renforcés respectivement par 1’enhancer du promoteur du SV40 ou du CMV. Ces deux
promoteurs constitutifs vont permettre 1’expression au sein des cellules eucaryotes

transfectées, de deux protéines distinctes, d’une part la IGFP dont les longueurs d’onde
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d’excitation et d’émission sont les mémes que celles de la eGFP (soit respectivement 488nm

et 510nm), et d’autre part notre protéine d’intérét Pofutl A.

La séquence codante de Pofutla a été introduite dans le vecteur d’expression
eucaryote pVITRO2-1GFP, par clonage directionnel au niveau des sites de restriction Bg/II-
Xhol. Le clonage de cette séquence bovine a nécessité, au préalable, son amplification avec un
couple d’amorces dont 1’'une apporte le site de restriction enzymatique Bg/ll, permettant de
conserver le cadre de lecture dans ce vecteur et la séquence Kozak de Pofit/a bovin (6 paires
de bases en amont de I’ATG qui constitue un site de reconnaissance des ribosomes; Kozac,
1989). Ces amorces sont Pofutl-Bglll (5’-AGATCTCCCGCTATGGGCGCCGCC-3") et Pofutl-
CDS3’ (5’-TCAGAATTCATCCCGCAGCTGAG-3’). Comme matrice, nous avons pris la
construction pcDNA/TOPO3.1-Pofutla utilisée pour la transfection des cellules COS-1 et la
réalisation des tests d’activité enzymatique présentées dans la partie 2 des résultats.
L’amplification ainsi obtenue a ét¢ de nouveau clonée dans le vecteur pcDNA/TOPO3.1. La
séquence d’intérét a été isolée grace a la double digestion par les enzymes de restriction Bg/II
(site apporté par notre amorce) et Xhol (présent sur le vecteur en 3’ de I’insert). Elle a été
ensuite ligaturée aux mémes sites dans le vecteur pVITRO2-1GFP. Les constructions ont servi
a la transformation des bactéries Escherichia coli TOP10F’. Apres leur lyse alcaline, les
plasmides ont été purifiés par Maxi préparation d’ADN (plasmid maxi Kit, QTAGEN, Les
Ulis, France). L’insert a été séquencé dans son intégralité grace a deux amorces
complémentaires du vecteur (pVITROS’ 5’-AGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTC-3’;

pVITRO3’ 5’-AATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAA-3’).

Le principe de I’interférence par ARN est de fournir a la cellule un petit ARN double
brin ayant la méme séquence qu’une portion de I’ARN a détruire, en 1’occurrence celui de
Pofutla bovin. Nous avons opté pour la technique du shRNA qui permet d’éteindre
I’expression d’un géne d’intérét de facon plus stable et plus durable qu’en fournissant

directement aux cellules des petits ARN interférents (Fig.59.).

191



Résultats-Discussion . Mise en place de la culture primaire de myoblastes bovins et des vecteurs

Promoteur

Vecteur de shRNA

v Expression

Structure en forme de boucle

v Clivage par I’enzyme

= ' DICER
Petit ARN double brin

v Assemblage avec

SiRNA AAAAH le complexe RISC

RISC

v Clivage de ’ARNm
N NS

Figure 59 : Principe du shRNA.

Les molécules d’ARN double brin, produites par la transcription du petit insert contenu dans le vecteur, sont
d’abord découpées par une RNase, I’éminceuse (Dicer), qui produit des fragments de 19 a 21 nucléotides, les
petits ARN interférents. Ceux-ci sont incorporés sous forme simple brin dans un complexe ribonucléoprotéique
dénommé RISC (RNA-induced silencing complex) ou ils servent de guide pour la reconnaissance de la cible. Un
appariement parfait avec I’ARNm cible détermine une activité de nucléase spécifique du complexe avec la
coupure endonucléotidique et la dégradation des fragments d’ARNm cible.

Un vecteur de shRNA nous a ét¢ donné par le Professeur Pamela Stanley (Albert
Einstein College of Medicine, New York, USA). Ce vecteur contient un fragment de séquence

correspondant a une région de 1’exon 3 du geéne Pofut] murin, en sens et en antisens (Fig.60.).
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Figure 60 : Vecteur pSilencer 2.1-U6 de shRNA.

Le vecteur contient un fragment (19 pb) de séquence en sens (bleu) et en antisens (vert), homologue a une région
de I’exon 3 du géne Pofutl murin. L’expression de I’insert est sous le contrdle du promoteur U6.

L’identité parfaite de I’insert avec une portion de la séquence bovine et son efficacité
dans D’extinction de 1’expression d’ARN Pofutl dans les cellules CHO (communication
personnelle de P. Stanley) nous ont motivé pour I’'utiliser. Néanmoins, ce vecteur ne
possédant pas de marqueur permettant de contrdler le taux de transfection et de trier les
cellules, nous avons entrepris le clivage de I’insert par les enzymes de restrictions BamHI et
Hindlll, de facon a I’insérer au niveau des sites de restrictions Bg/II (isoschizomére de
BamHI) et Hindlll du vecteur pSuper-RNAi (OligoEngine, Seattle, USA) (Fig.61.). Etant
donné la faible taille de I’insert, nous n’avons pas réussi a 1’isoler méme par 1’intermédiaire
d’une migration sur un gel d’acrylamide. Nous avons donc reconstruit 1’insert en utilisant
deux amorces complémentaires avec chacune une extrémité débordante, correspondant au site
de restriction désiré (siRNAT : 5’-
GATCCCGTCCTGATAAGAAGACATGTTCAAGAGACATGTCTTCTTATCAGGACTTTTTTGGA

AA-3; siRNA2 : 5’-AGCTTTTCCAAAAAAGTCCTGATAAGAAGACATGTCTCTTG

AACATGTCTTCTTATCAGGACGA-3’). Celles-ci ont ét¢ hybridées 10min a 96°C, puis le
mélange a ensuite ¢té¢ ligaturé dans le vecteur pSuper-RNAi précédemment clivé par les

enzymes de restriction Bg/Il et Hindlll. La vérification de la présence de I’insert a été réalisée
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aprés séquencage grace a deux amorces complémentaires du vecteur (T7: 5°-

AATACGACTCACTATAG-3’ et M13 : 5’- GTAAAACGACGGCCAGT-3’).
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Figure 61 : Vecteur pSuper.gfp de shRNA.
L’expression du shRNA est sous le contréle du promoteur H1 et celle de ’eGFP sous le contrdle du promoteur
fort de la Phosphoglycérate kinase (PGK).

3.1.3 Transfection des cellules bovines en culture primaire

La culture primaire de cellules présente comme intérét de mieux refléter ce qui se
passe in vivo par rapport aux lignées cellulaires qui sont modifiées, de fagon spontanée ou
induite, pour devenir immortelles. Plus le nombre de passages (décollement, dilution et
repiquage) augmente et plus les caractéristiques de ces cellules s’¢loignent de celles de
cellules primaires en culture. Néanmoins, la culture primaire de cellules présente des
inconvénients majeurs. Le nombre de passages des cellules est limit¢, nous ne pouvons
repiquer nos cellules myoblastiques bovines que 5 ou 6 fois. Passées ces étapes, les cellules
cessent de proliférer et meurent. Ainsi, a chaque fois que nous avons besoin de cellules, il faut
en isoler et en cultiver de nouvelles. Le second inconvénient des cultures primaires auquel

nous nous sommes heurté est la difficulté de transfection.
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Nous avons souhaité commencer notre étude par la surexpression de Pofutl A avec le
vecteur pVITRO2-IGFP/Pofutla bovin. Avant toute analyse, il est nécessaire d’avoir
suffisamment de cellules transfectées, de fagon a pourvoir les trier grace a I’expression de la
IGFP, et les remettrent en culture. Pour effectuer notre cinétique de différenciation, il nous
faut 11 boites de cellules transfectées (flasques de 25cm” ou boites de 100mm de diamétre
pour que la différenciation se passe normalement et soit observable) qui seront mises en
milieu de différenciation une fois les 80% de confluence atteints. Les cellules seront donc
récupérées a 11 temps différents recouvrant toutes les étapes de la différenciation de 0% a

100% de myotubes.

Nous avons essayé plusieurs techniques de transfection, notamment grace a
I’utilisation de polymeéres cationiques comme le jetPEI (polyéthylénimine, Polyplus-
Transfection, Illkirch, France) ou le PolyFect (PolyFect Transfection Reagent, QIAGEN, Les
Ulis, France). Seules les transfections effectuées avec des liposomes (lipofection, Fugene6,
Roche diagnostics, Meylan, France) nous ont permis d’obtenir un pourcentage de cellules
transfectées entre 3 et 4% (Fig.62A.), taux plus faible que celui auquel nous nous attendions.
De plus, un premier essai de repiquage de ces cellules transfectées et triées montre qu’au
cours de leur prolifération, elles perdent progressivement 1’expression de la IGFP (Fig.62B et

C.).
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Figure 62 : Cytogrammes biparamétriques (rapport taille vs fluorescence) obtenus lors d’une

expérience de tri cellulaire apres transfection de culture primaire de myoblastes bovins.

A, tri cellulaire 24 heures apres transfection avec le plasmide pVITRO2-1GFP/Pofutla bovin. Seulement 3,29%
des cellules expriment la 1IGFP. Aprés tri stérile, ces cellules sont remises en culture dans deux boites de 60mm
de diamétre; B, passage au FACS des cellules d’une des deux boites 24 heures aprées tri. 85,29% de cellules
expriment toujours la IGFP; C, passage au FACS des cellules de la seconde boite 48 heures apres le tri. [I n’y a
plus que 55,81% de cellules qui expriment la 1GFP. R1 : pourcentage de cellules prises en compte, R2 :
pourcentage de cellules exprimant la IGFP.
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Des expériences de western blot sur des extraits protéiques de cellules triées, réalisées
avec I’anticorps anti-Pofutl, nous ont permis de constater que la protéine recombinante était
produite dans les cellules primaires mais que son expression, comme celle de la IGFP, chutait

rapidement (Fig.63).

45KDa —>| o

Figure 63 : Western blot anti-Pofutl réalis¢ sur 50pug d’extraits protéiques de cellules primaires
transfectées par le plasmide pVITRO2-1GFP-Pofutla bovin et triées.

1, expression de Pofutl au moment du tri; 2, expression de Pofutl, 24 heures aprés tri; 3, expression de Pofutl,
72 heures apres tri; 4, expression de Pofutldans les cellules non transfectées; 5, 100ng de Pofutl A purifiée.

Etant donné la perte rapide d’expression de la protéine PofutlA, il faudrait pouvoir
induire la différenciation des cellules dés leur remise en culture aprés tri, pour que celles-ci
n’aient plus le temps de se diviser et de perdre leur plasmide. Pour ce faire et afin de réaliser
une cinétique de différenciation, il faudrait pour chacune de nos 11 boites de culture, repiquer
entre 1.10° et 2.10° cellules transfectées. Ceci est simplement inenvisageable avec un

pourcentage de cellule transfectées généralement inférieur a 5%.

Pour vérifier si le faible taux de transfection n’était pas inhérent a notre vecteur, nous
avons effectu¢ des controles de transfection avec le vecteur pcDNA/TOPO3.1-LacZ
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Il permet une réaction chromogéne des cellules transfectées
graice a [l'utilisation de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside),
substrat de la -galactosidase. Comme vous pouvez le constater sur les photographies de la

figure 64, le taux de transfection est aussi, dans ce cas, extrémement faible.
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Figure 64 : Photographies en lumiére blanche de cellules myoblastiques bovines en phase

proliférative.
A, cellules transfectées avec le pcDNA/TOPO3.1-LacZ et traitées au Xgal; les cellules exprimant la (-
galactosidase deviennent bleues (X10). B, cellules non transfectées (X10).

Au vu des difficultés rencontrées, nous n’avons pas tenté, pour 1’instant, de transfecter
ces cellules avec le vecteur de shRNA. Pour obtenir une premicre information sur 1’effet de la
modulation de la O-fucosylation lors de la myogenése, nous avons donc décidé de travailler

avec une lignée cellulaire, les cellules myoblastiques murines C2C12.
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3.2 Etude du role de Pofutl dans la différenciation
de cellules C2C12

Dans le but d’appréhender le réle joué¢ par I’enzyme Pofutl au cours de Ia
différenciation de cellules myoblastiques murines de la lignée C2C12, il nous a fallu, dans un
premier temps, construire les outils moléculaires nécessaires aux transfections. En
I’occurrence, un vecteur de surexpression contentant le CDS de Pofut! murin. Le vecteur de
shRNA précédemment construit (Fig.61.) contenant une séquence homologue aux séquences

bovine et murine pourra nous étre utile dans cette étude.

3.2.1 Construction du vecteur de surexpression

Grace a la sélection d’amorces spécifiques de part et d’autre du CDS de Pofut! murin,
nous avons pu isoler, par PCR, ’ADNc codant la forme active de I’enzyme en utilisant
comme matrice des ADNc de cceur obtenus apres extraction et rétro-transcription d’ARN
totaux. Le gene Pofutl étant suffisamment exprimé chez la souris, une PCR primaire suffit.
Afin de cloner ’ADN amplifi¢ dans le vecteur pVITRO2-IGFP, nous avons utilis¢ une
amorce en 5 possédant le site de restriction de 1’enzyme Bg/II (souligné) et la séquence
Kozak de Pofutl murin (Pofutl-Mus-Bg/ll : 5’-AGATCTGTCGACATGGGCGCCGCC-3’), et
une amorce en 3’ complémentaire a la région terminale du CDS, comportant le codon stop
(Pofut1-Mus-CDS3’ : 5’-TCAAAATTCATCCCGAAGCTGGGAGG-3’). L amplification obtenue
a tout d’abord ¢été clonée dans le pcDNA/TOPO3.1. La double digestion de ce vecteur par
Bglll et Xhol autorise ensuite la ligature de I’insert dans le vecteur pVITRO2-IGFP linéarisé

par ces mémes enzymes.
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3.2.2 Culture et transfection

Les techniques de culture et de différenciation des cellules C2C12 sont depuis

longtemps maitrisées au sein du laboratoire (Voir annexe III).

Pour transfecter ces cellules, nous avons choisi d’utiliser la technologie Amaxa
(Amaxa, Cologne, Allemagne) qui offre le premier systéme efficace de transfert non-viral de
genes dans des lignées cellulaires difficiles a transfecter. Elle utilise le principe reconnu de
I’électroporation, cependant modifi¢ et amélioré, puisque ’ADN plasmidique est transféré
directement dans le noyau des cellules, indépendamment de la division cellulaire, on parle
donc de nucléoporation. Elle combine certains parameétres électriques spécifiques, fournis par
I’appareil « Nucleofector », et des solutions de transfection spécifiques a chaque type de

cellule.

Deux jours aprés transfection, on procéde au tri des cellules en cytométrie de flux. Le
but de la manipulation, tout comme avec les cellules primaires bovines, est de pouvoir

récupérer un nombre suffisant de cellules transfectées.

Méme avec I’utilisation du systtme Amaxa, nous avons rencontré de nombreuses

difficultés pour la transfection des cellules C2C12.

Avec le vecteur pVITRO2-IGFP/Pofut/-murin nous n’avons pu obtenir un

pourcentage de transfection suffisant, puisqu’il ne dépassait pas les 10% (Fig.65.).
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Figure 65 : Cytogrammes biparamétriques (rapport taille vs fluorescence) obtenus lors d’une
expérience de tri cellulaire apres transfection des cellules C2C12 avec le plasmide pVITRO2-
IGFP/Pofut] murin.

A, cellules non transfectées; B, cellules transfectées avec le plasmide sans insert. 9,75% des cellules expriment la
IGFP; C, cellules transfectées avec le plasmide recombinant. 9,99% des cellules vivantes expriment la 1GFP.
R1 : pourcentage de cellules vivantes, R2 : pourcentage de cellules vivantes prises en compte, R3 : pourcentage
de cellules vivantes exprimant la IGFP.

Le vecteur pVITRO2-1GFP est long de plus de 7Kb, ce qui peut expliquer le faible
niveau de transfection. En effet, les transfections réalisées dans les mémes conditions avec le
vecteur témoin fourni par Amaxa, pmaxGFP (Fig.66.) qui fait seulement 3,5Kb, atteignent un

pourcentage de 1’ordre de 60% (Fig.67.).
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Figure 66 : Vecteur témoin pmaxGFP fourni avec le kit de transfection Amaxa.
Ce vecteur est relativement petit : 3486 pb. L expression de I’eGFP est sous le contréle du promoteur fort CMV.
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Figure 67 : Cytogramme biparamétrique (rapport taille vs fluorescence) obtenus lors d’une

expérience de tri cellulaire aprés transfection des cellules C2C12 avec le plasmide pmaxGFP.
58,24% des cellules expriment ’eGFP. R1 : pourcentage de cellules vivantes, R2 : pourcentage de cellules prises
en compte, R3 : pourcentage de cellules exprimant 1’eGFP.

Dans le vecteur pmax, 1’eGFP est sous le controle du promoteur fort du géne précoce
du cytomégalovirus humain (pCMV) permettant I’expression de protéines recombinantes dans
toutes les cellules animales, et non du promoteur hFerH/m-EF1 comme dans le pVITRO2-
IGFP. Ce dernier est pourtant un promoteur fort qui permet également 1’expression de génes
dans toutes les cellules animales (communication InvivoGen, Toulouse, France). Il est

cependant possible qu’il ne soit pas un promoteur optimal pour les cellules C2C12.
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Les expériences de transfection avec le vecteur de sShRNA (pSuper-RNA1 de 5,4 Kb)
ne nous ont pas permis d’obtenir un pourcentage suffisant de cellules transfectées, puisqu’il
est seulement d’environ 7%. Ce vecteur n’ayant pas une taille trop importante, il est possible
que le faible taux de cellules exprimant I’eGFP résulte de la présence du promoteur PGK
(Phosphoglycérate kinase). Tout comme le CMV, il s’agit d’un promoteur ubiquitaire fort; il
est cependant envisageable que celui-ci ne soit pas un promoteur optimal pour les C2C12.
Pour vérifier cette hypothese, des expériences de remplacement de ce promoteur par celui du

CMYV sont actuellement en cours au laboratoire.

Etant donné les difficultés rencontrées avec I’utilisation de vecteurs permettant
I’expression de 1’eGFP ou la IGFP, et donc le tri des cellules, nous avons décidé de continuer
notre étude avec les vecteurs pcDNA/TOPO3.1 pour la surexpression et pSilencer (Fig.60.)

pour la sous-expression.

Dans le vecteur pcDNA/TOPO3.1, I’expression de la protéine Pofutl est sous le
controle du promoteur CMV. L’expression du shRNA dans le pSilencer est sous le controle
du promoteur U6. Ces deux promoteurs forts permettent I’expression transitoire dans de tres

nombreux types cellulaires.

Ces vecteurs ne contenant pas de CDS codant une protéine fluorescente, il nous est
impossible de déterminer le taux de transfection cellulaire. Cependant, nous avons vérifié,
dans les deux cas, le niveau d’expression des transcrits de Pofut! murin par RT-PCR semi-
quantitative en temps réel (Fig.68.), grace a ['utilisation d’une sonde TagMan (Applied

Biosystems, Norwalk, USA) spécifique du transcrit.
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Figure 68 : Principe de la PCR semi-quantitative en temps réel avec une sonde TagMan.

La méthode de détection a partir de la sonde TagMan est basée sur 1’utilisation de
I’activité exonucléasique 5°-3” de I’enzyme Tag polymérase. Les sondes sont marquées par un
« Reporter » qui émet de la florescence uniquement s’il est suffisamment loin d'un
« Quencher ». En effet, le Quencher a la propriété d'absorber 1'énergie émise par le Reporter,
par un mécanisme appelé FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert). Lorsque
I'enzyme synthétise un nouveau brin, la sonde est hydrolysée; le reporter se retrouve alors en
solution et il émet dans sa longueur d’onde caractéristique. Cette technique présente
l'avantage d'étre plus spécifique par rapport a une PCR classique, de par la présence de la
sonde supplémentaire, et de permettre la détection de plusieurs cibles simultanément en

utilisant des Reporters qui émettent a des longueurs d’onde différentes.

Etant donné¢ la forte homologie entre les enzymes Pofutl bovine et murine, des
expériences de western blot avec I’anticorps anti-Pofutl, nous permettront également de
vérifier I’expression de la protéine Pofutl dans les cellules C2C12 transfectées et non

transfectées.
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3.2.3 Premiers résultats obtenus

3.2.3.1.1 Transfection et induction de la différenciation

Dans le but d’appréhender le role de I’enzyme Pofutl dans la différenciation des
cellules C2C12, 11 millions de cellules ont été nucléoporées avec la construction
pcDNA/TOPO3.1-Pofutl murin, puis remises en culture dans 11 flasques de culture cellulaire
de 25cm?, a raison de 1 million de cellules par flasque. En paralléle, des cellules non
transfectées, sont remises en culture de la méme facon. La mise en milieu de différenciation
s’effectue 24 heures apres la transfection. Au méme moment, des cellules transfectées et des
cellules non transfectées sont décollées et congelées, elles représentent le temps zéro de
I’expérience noté TO. De méme, des cellules transfectées et des cellules non transfectées sont
collectées et congelées a différents temps aprés la mise en milieu de différenciation. Les
différents points, T6, T12, T18, T24, T48, T72, T96, T120, T192 et T264 heures, on été choisi

de facon a couvrir les différentes étapes de la différenciation de 0% a 100% de myotubes.

3.2.3.1.2 Vérification de ’expression de Pofutl

Dans un premier temps, les ARN totaux sont extraits des cellules C2C12 (RNeasy
Mini Kit, QTAGEN, Les Ulis, France). La qualité et la concentration des ARN sont vérifiées
grace au system Agilent, technologie dont le principe est la microphorése capillaire sur puce.
Dix microgrammes de ces ARN sont ensuite rétro-transcrits (High capacity cDNA Archive

Kit, Applied Biosystems, Norwalk, USA).

L’expression des transcrits Pofutl est vérifiée par RT-PCR semi-quantitative en temps

réel. L analyse est effectuée, en triplicat, sur les 11 points des deux cinétiques (Fig.69.).
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Figure 69 : Analyse en RT-PCR semi-quantitative des transcrits de Pofutl dans les cellules
C2C12 non transfectées (marron) et dans le cellules transfectées avec la construction
pcDNA/TOPO3.1-Pofutl murin (jaune).

Le gene Pofutl est faiblement exprimé dans les cellules C2C12 quel que soit leur état
de différenciation. En effet, les premiéres amplifications ne sont détectées qu’au terme
d’environ 31 cycles de PCR (Ct). Le logiciel analysant les résultats des RT-PCR gantitatives
consideére qu’un geéne n’est pas exprimé, ou trés faiblement, lorsque des amplifications ne sont
détectées qu’au terme de 33 Ct. Dans les cellules transfectées avec la construction
pcDNA/TOPO3.1-Pofutl murin, en fixant comme référence zéro le niveau d’expression
détectée dans les cellules non transfectées, on remarque une forte expression des transcrits
Pofutl dans les heures suivant la transfection (TO a T24). A T6, le facteur de surexpression est
d’environ 80X. Comme nous avons choisi d’effectuer des transfections transitoires, le
plasmide utilisé ne s’intégre donc pas dans leur génome de la cellule. 11 se dégrade donc
rapidement et se dilue a mesure que les cellules se divisent. L’expression des transcrits Pofutl

décroit donc par la suite pour revenir a son niveau basal a T72.

Une étude par western blot avec 1’anticorps anti-Pofutl, sur des extraits protéiques
totaux de cellules C2C12 correspondant a tous les points de la cinétique (transfectées et non
transfectées), est actuellement en cours au laboratoire. Une analyse préliminaire effectuée sur
des lysats cellulaires, 30 heures aprés transfection (T6), confirme I’expression de la protéine

Pofut]l recombinante par rapport a un extrait protéique de cellules non transfectées (Fig.70.).
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La protéine endogeéne des cellules C2C12 n’est pas détectée, ce qui reste cohérent avec le

faible taux de transcrits Pofutl détectés dans ces cellules.
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Figure 70 : Western blot réalisé avec 1’anticorps anti-Pofutl sur 50pug d’extraits de cellules
C2C12, 24 heures apres transfection avec le plasmide pcDNA/TOPO3.1-Pofutl murin.

1, expression de Pofutl dans les cellules transfectées; 2, expression de Pofutl dans les cellules non transfectées;
3, 100ng de protéine recombinante purifiée utilisée comme témoin positif.

La surexpression du gene Pofutl au cours d'une telle différenciation cellulaire ne
permet pas d'observer de différences phénotypiques significatives entre les cellules des deux
cinétiques de différenciation (Fig.71 et 72.). Toutefois, il semblerait que le nombre de
myotubes présents a partir de T48 soit moins important lorsque le géne Pofutl est surexprimé.

Le nombre exact et la taille des myotubes obtenus n’ont pas encore été quantifiés précisément.

207



Résultats-Discussion : Etude du réle de Pofut1 dans /a différenciation de cellules C2C12
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Figure 71 : Photographies, au microscope inversé (10X) en lumiére blanche, des cellules C2C12
non transfectées, au cours de la cinétique de différenciation.
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T12

T24

Figure 72 : Photographies, au microscope inversé (10X) en lumiére blanche, des cellules C2C12
transfectées par le vecteur pcDNA/TOPO3.1-Pofutl murin, au cours de la cinétique de
différenciation.
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3.2.3.1.3 Répercussion de la surexpression de Pofutl sur I’expression des

facteurs myogéniques bHLH

Pour appréhender a 1’échelle moléculaire la répercussion de la surexpression du geéne
Pofutl sur la différenciation des cellules C2C12, une étude portant sur le niveau d’expression
des transcrits du gene CD34 et de quatre marqueurs myogéniques a domaine bHLH (MyoD,
Myf5, MRF4 et Myogénine) a été réalisée (Fig.73.). Ces manipulations ont été effectuées par
Mathilde Janot (étudiante en Master II recherche) et Fabrice Dupuy (Maitre de Conférences).

La molécule CD34 est un marqueur des cellules indifférenciées. Chez I’Homme, par
exemple, il est le marqueur le plus couramment utilisé pour caractériser les cellules souches et
les progéniteurs. Il est exprimé, entre autres, dans les cellules souches hématopoiétiques
adultes et dans des cellules satellites du muscle squelettique adulte (Beauchamp et al., 2000).
Dans la cinétique de différenciation des cellules C2C12 non transfectées, la quantité de
transcrits CD34 diminue a partir de T24. Cette diminution coincide avec 1’apparition des
premiers myotubes (T48). En effet, la diminution du nombre de cellules indifférenciées et
I’augmentation de la taille des cellules myogéniques aprés induction de la différenciation,
s’accompagnent d’une diminution de la quantité¢ de I’antigene CD34 (Tamaki et al., 2003).
Dans les cellules transfectées avec la construction pcDNA/TOPO3.1-Pofut! murin, le
marqueur CD34 affiche un profil d’expression différent. En effet, on constate une
augmentation du niveau d’expression des transcrits jusqu'a T48 puis, globalement, une
diminution jusqu'a la fin de la cinétique (T48 a T264). Ce profil peut-Etre mis en relation avec
la proportion de cellules qui vont rester dans un état indifférencié. En effet, il est envisageable
que la surexpression de Pofutl empéche les cellules transfectées de se différencier en
myotubes, de ce fait une plus grande proportion de cellules continue a exprimer le marqueur
CD34 par rapport aux cellules au méme stade mais n’ayant pas subi la transfection. Par la
suite, la diminution du niveau d’expression de Pofutl, due aux divisions cellulaires et a la
destruction du plasmide, autorise les cellules a rentrer dans le processus de différenciation,
d’ou la diminution de I’expression du CD34. Ces résultats suggerent qu’une O-fucosylation
intense dans les cellules C2C12 entraine un blocage des cellules dans un état indifférencié et
provoque ainsi un retard dans le processus de différenciation. Ceci pourrait étre mis en
relation avec une hyper-activation du récepteur Notch, impliqué dans le maintien d’une

population cellulaire dans un état quiescent.
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Figure 73 : Analyse en RT-PCR semi-quantitative du niveau d’expression du marqueur de prolifération CD34 et des quatre principaux facteurs bHLH

intervenant au cours de la myogenese, Myf5, MyoD, Myogénine et MFR4.

Les graphiques présentent le niveau d’expression des transcrits (en quantité relative d’ARN présent) en fonction du temps (en heures) apres mise en milieu de différenciation (TO a T264
heures). Cette quantité est représentée en jaune quand les cellules ont été transfectées par la construction pcDNA/TOPO3.1-Pofut! murin, I’autre couleur désignant le niveau d’expression

dans une cinétique de différenciation de cellules non transfectées.
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Comme nous I’avons vu dans la partie 3 de I’exposé bibliographique, les facteurs
Myf5 et MyoD jouent non seulement un rdle dans la détermination des cellules souches en
cellules myoblastiques, mais leur expression est également nécessaire pour la différenciation
des myoblastes en myotubes. Au cours de la cinétique de différenciation des cellules témoins
(non transfectées), les transcrits des génes Myf5 et MyoD sont présents de maniére
permanente (TO a T264) (Fig.73.). Aucune variation significative de la quantité de transcrits
Myf5 n'est observée jusqu’a T48, par la suite celle-ci diminue jusqu'a la fin de la cinétique.
Cette variation d'expression est en corrélation avec 1’état différencié des cellules C2C12 a ces
stades. La quantité de transcrits MyoD est relativement faible au début de la cinétique puis
augmente légérement a partir de T48. Dans les cellules transfectées, des transcrits des genes
Myf5 et MyoD sont, comme précédemment, présents tout au long de 1’étude. Cependant, le
profil d’expression de Myf3 est invers€. En effet, si en début de cinétique le taux d’expression
est relativement comparable a celui des cellules non transfectées, il ne diminue pas mais
augmente a partir de T48. De méme, le taux d’expression des transcrits MyoD, plus faible que
dans les cellules non transfectées en début de cinétique, augmente en fin de cinétique a partir
de T72 au lieu de rester stable. Ces résultats peuvent €tre mis en relation avec le niveau
d’expression de Pofutl. En effet, il est envisageable qu’en début de cinétique, quand les
cellules transfectées expriment fortement Pofutl, les récepteurs Notch soient hyper-activés et
inhibent donc la transcription du facteur MyoD (cf. partie 3, exposé bibliographique). Les
répecussions de 1’activité des récepteurs Notch sur Myf5 ne sont pas déterminés, il est
cependant envisageable que leur hyper-activation inhibe également ce facteur myogénique. A
des temps plus avancés de la cinétique, I’expression de Pofutl redevenant basale, les cellules
reprennent le processus de différenciation myogénique et pour ce faire expriment des taux

importants d’ARNm MyoD et Myf5 qui décroissent de nouveau en fin de cinétique.

Des transcrits correspondant aux genes Myogénine et MRF4 (Myf6) sont normalement
présents tardivement au cours de la différenciation de cellules myoblastiques (Buckingham,
1992). Au cours de la cinétique de différenciation des cellules C2C12 non transfectées, le
géne Myogénine est exprimé de facon basale dés TO. Par la suite, son expression augmente
trés rapidement, dés 6h de différenciation (T6), pour atteindre un maximum a T72. La
quantité¢ de transcrits reste importante jusqu’a la fin de la cinétique, en relation avec un
nombre de myotubes important. Dans les cellules transfectées, l'expression du gene

Myogénine est retardée puisque la quantité de transcrits ne devient significative qu'a partir de
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T24. Toutefois, des ARNm Myogénine sont détectés a T12. Cette présence peut étre liée a un
artéfact de manipulation dii a la présence dans cette boite de culture d’un faible taux de
cellules transfectées. D’autres analyses seront nécessaires pour en avoir la confirmation. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus avec les facteurs MyoD et Myf5. La surexpression
de Pofutl entraine donc un retard d’environ 24 heures dans la différenciation des cellules
myoblastiques. Quand la surexpression de Pofutl est arrétée, I’expression de la Myogénine
augmente comme pour tenter de rattraper le retard de différenciation. La quantité de transcrits
Myogénine est, en effet, deux fois plus importante dans les cellules transfectées que dans les

cellules « normales » en fin de cinétique (a partir de T72).

Les transcrits du géne MRF4 sont absents en début de différenciation pour les deux
cinétiques. MRF4 est en effet un facteur intervenant de fagon tardive puisqu’il est nécessaire a
la différenciation terminale des cellules musculaires (Valdez et al., 2000). Des transcrits
MRF4 ne sont détectés qu’a partir de T192. Il est toutefois a noter que l'expression de ce gene
en fin de cinétique est environ deux fois plus importante dans les cellules ou le géne Pofutl a

été surexprimé.

En conclusion, on peut dire que la surexpression du géne Pofutl dans les cellules
C2C12 semble en retarder la différenciation. En effet, cette surexpression doit avoir un effet
hyper-activateur des récepteurs Notch. En conséquence, un plus grand nombre de cellules
reste dans un état indifférencié dans les boites de culture contenant les cellules transfectées.
Pour tous les facteurs bHLH étudiés ici (Myf5, MyoD, Myogénine et MRF4), on remarque une
plus faible expression par rapport a celle observée dans les cellules « normales » en début de
cinétique, celle-ci peut-&tre mise en relation avec une forte activité des récepteurs Notch, qui
inhibent le processus de différenciation (Kitzmann, Communication au Club Muscle et
développement III, 16-17 Décembre 2004, Paris). De fagon générale, 1’expression de ces
quatre facteurs augmente de facon considérable (environ 2 fois plus de transcrits que dans les
cellules « normales ») a partir de T48, temps ou 1’expression de Pofutl redevient basale dans
les cellules transfectées. On peut donc supposer que I’arrét de la surexpression de Pofutl
entraine un retour a la normale de 1’activité des récepteurs Notch. L’inhibition de 1’expression
des facteurs bHLH étant levée, ceux-ci vont fortement s’exprimer afin que les cellules qui
¢taient dans un état de quiescence puissent rapidement fusionner avec les myotubes

préexistants.
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Les conditions de culture et d’établissement de la cinétique de différenciation
cellulaire sont les mémes que décrites précédemment. Les transfections sont effectuées avec
le vecteur de shRNA, pSilencer, en utilisant le systéme de nucléoporation (Amaxa). Ces
manipulations sont actuellement en cours au laboratoire. Une étude préliminaire en RT-PCR
semi-quantitative, 24 heures apres transfection des cellules C2C12, montre une expression des

transcrits Pofutl diminuée d’un facteur 3 par rapport a des cellules non transfectées.

L’expression de 1’enzyme Pofutl endogeéne n’étant pas détectée par western blot, nous
ne pourrons pas suivre par immunodétection, la diminution du niveau d’expression de la
protéine. Les niveaux d’expression des transcrits codant les facteurs myogéniques a domaine

bHLH seront également analysés.
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Réaction de PCR

La technique de PCR permet I’amplification d’un fragment d’ADN double brin selon
un mode exponentiel du nombre de copies. L’ADN est synthétisé par la polymérase de la
bactérie thermophile Thermus aquaticus (Taq polymérase) par extension a partir de deux

amorces oligonucléotidiques.

Les PCR sont réalisées dans un volume final de 50uL contenant 30ng d’ADN en
moyenne (ou une colonie bactérienne pour les PCR de criblage), 15pmol de chaque
oligonucléoitide, 0,5U de Taq polymérase, 2mM de MgCl,, 0.2mM de chaque
désoxynucléotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) et 1X de tampon. La Taq
polymérase utilisée dans ces travaux est la UptiTherm Taq Polymérase (Interchim,
Montlugon, France). La réaction classique est constituée de trois étapes: dénaturation
thermique (96°C, 4min), amplification de I’ADN pendant 35 cycles (96°C, 30s; Tm -2°C, 45s
(température inférieure de 2°C par rapport a la température d’hybridation des amorces
(MWG, Ebersberg, Allemagne); 72°C, 1min par Kb d’ADN a amplifier) et terminaison de la
synthése d’ADN (72°C, Smin).

Méthodes relatives aux cellules

Extraction des cellules satellites bovines

A T’aide de ciseaux et de pinces stériles, un morceau de tissu est prélevé au niveau de
la cuisse d’un embryon bovin (muscle Semitendinosus), puis émincé finement dans du milieu
de culture cellulaire. Le mélange est ensuite centrifugé (1200t/min, Smin). Le culot est repris
dans 10mL de solution de pronase (milieu HamF12, 0,15% pronase (p/v), 20mM HEPES,
10% sérum de veau feetal (FCS)). La digestion se déroule a 37°C pendant 2 heures avec
aspiration/refoulement toutes les 10min. Le mélange est centrifugé (1200t/min, Smin), puis le
culot est repris dans 10mL de Trypsine 1X et laissé 20min a 37°C. La réaction est stoppée par
ajout d’1mL de FCS. Les cellules sont filtrées sur des membranes a mailles de 100um puis
40um, et centrifugées (1400t/min, 7min). Elles sont enfin mises en culture dans du DMEM
(Dubelco’s modified Eagle’s Medium) complété avec 10% de FCS, 2mM de L-glutamine,
50U/mL de pénicilline et 50pg/mL de steptomycine (milieu complet) et placées dans un

incubateur a 37°C et 5% de CO».
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Tri des myoblastes au FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)

48 heures apres la mise en culture, les cellules sont lavées par du PBS 1X (13,7mM
NaCl, 0,27mM KCI, 0,43mM Na,HPO4-7H,0 et 0,14mM KH,POj), aprés élimination du
milieu de culture par aspiration. Elles sont ensuite décollées de leur support par action de la
trypsine (PBS 1X, EDTA 1mM, trypsine 0,05% (p/v)), pendant 3min a 37°C. L’action de la
trypsine est stoppée par addition de milieu DMEM complet. Une série
d’aspiration/refoulement permet de décoller les cellules encore adhérentes. La totalité des
cellules est récupérée par centrifugation (1200t/min, Smin). Elles sont reprises dans 20mL de
PBS 1X, comptées, aliquotées par 5.10° (autant de tubes que de cellules désirées) et de
nouveau centrifugées (1200t/min, 10min). Les culots sont repris dans 90uL de PBS 1X
additionné de 10uL d’anticorps anti-CD56 (couplé PE) (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix,
France) ou d’anticorps isotypique (couplé FITC, témoin négatif) (Becton-Dickinson).
L’incubation est de 20min a 4°C. Les cellules sont rincées a plusieurs reprises dans du PBS
1X. Apres une centrifugation finale, elles sont reprises dans 2mL de PBS 1X. La fluorescence
est analysée au FACS et les cellules reconnues par I’anticorps anti-CD56 (les myoblastes)

sont triées stérilement par le cytométre, puis remises en culture en milieu complet.

Pour la différenciation des myoblastes bovins en myotubes, il faut que les cellules
soient entre 80 et 90% de confluence. On remplace alors le milieu de culture par du milieu de
différenciation (DMEM complété¢ avec 2% de sérum de cheval, 2mM de L-glutamine,
50U/mL de pénicilline et S0ug/mL de steptomycine, 0,001% (p/v) d’insuline et 0,0005%

(p/v) d’apo-transférine); les premiers myotubes sont observables au bout de 72 heures.
Marquage avec ’anticorps anti-laminine

Les myoblastes bovins sont mis en culture 4 une densité de 10° cellules, dans une boite
de 100mm de diametre dont le fond a été recouvert de lamelles de microscopie, puis de
gélatine. Quand les cellules sont entre 80 et 90% de confluence, le milieu de culture est aspiré
et remplacé par du milieu de différenciation. Quand elles ont fusionné pour former des
myotubes, le milieu de différenciation est aspiré et les cellules sont fixées avec de 1’éthanol
froid 100%, pendant 4min a 4°C. Elles sont ensuite lavées Smin a deux reprises avec du PBS
1X, puis perméabilisées 10min a température ambiante avec une solution de TritonX100 (PBS
1X, 1% TritonX100 (v/v)), suivi de deux nouveaux lavages de Smin au PBS 1X. La saturation

a lieu 30min a température ambiante (PBS 1X, 10% FCS (v/v)). Les cellules sont ensuite
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incubées avec ’anticorps primaire anti-laminine (Sigma, Saint Louis, USA) dilué au 1/400°
(PBS 1X, 10% FCS (v/v)), suivi de deux lavages de Smin au PBS 1X. L’incubation dans
I’anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé FITC dilué au 1/500° (PBS 1X, 10% FCS
(v/v)), a lieu a température ambiante pendant 30min. Les cellules sont rincées 2 fois 10min
avec du PBS 1X. Les lamelles recouvrant le fond de la boite de culture sont retournées a

I’aide d’une pince sur des lames puis observées au microscope a épifluorescence.
Lipofection des cellules en culture primaire

Les cellules sont ensemencées sur des boites de 100mm de diametre a une densité de
7,5.10° et ceci, 18 heures avant d’étre transfectées. Juste avant la transfection, le milieu de
culture est aspiré, et les cellules placées dans du DMEM minimum, aprés un lavage au PBS
1X pour éliminer tout le sérum. Aprés incubation 45min a température ambiante, le mélange
réactionnel (3ug d’ADN plasmidique, 18ul. de Fugene 6 (Roche, Mannheim, Germany),
DMEM minimum gsp 300uL) est ajouté aux cellules. Huit heures apres transfection, le milieu

de culture (DMEM mininimum + lipofectant) est remplacé par du milieu de culture complet.
Analyse par cytométrie de flux

Les analyses ont été réalisées avec un appareil FacsVantage (Becton-Dickinson)
équipé d’un laser argon (488nm). La fluorescence verte de la IGFP (vecteur pVITRO2) et
rouge de la PE (anti-CD56) permettent le tri des myoblastes bovins qui sont collectés
respectivement avec des filtres bandes-passantes de 530nm et de 610nm. Un cytogramme de
diffusion de la lumicre a angle droit (SSC) et a petit angle (FSC) permet d’¢éliminer les débris
et les agrégats cellulaires. Les parametres SSC et FSC sont respectivement corrélés a la
structure et a la taille des cellules. Les résultats se présentent sous la forme d’un cytogramme
représentant la taille des cellules en fonction de la fluorescence. Afin de déterminer le
pourcentage de transfection, 20 000 cellules transfectées et vivantes font I’objet d’une analyse
préliminaire. Si le taux de transfection est correct, I’ensemble des cellules transfectées est

alors trié.
Culture des cellules myoblastiques murines C2C12

La culture cellulaire est réalisée en condition standard dans un incubateur a 37°C et

5% de CO,. Les cellules sont mises en culture dans du DMEM complet (identique a celui
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utilisé pour les myoblastes bovins). 10° cellules sont ensemencées par flasques de 75cm?, 48

heures avant transfection..
Nucléoporation transitoire des cellules C2C12 et différenciation

Apres €limination du milieu de culture par aspiration, les cellules C2C12 sont lavées
par du PBS 1X. Elles sont ensuite décollées de leur support par action de la trypsine (PBS 1X,
EDTA ImM, trypsine 0,05% (p/v)), pendant 3min a 37°C. L’action de la trypsine est stoppée
par addition de milieu DMEM complet. Une série d’aspiration/refoulement permet de décoller
les cellules encore adhérentes; la totalit¢ des cellules est récupérée par centrifugation
(1200t/min, 5min). Elles sont reprises dans 20mL de PBS 1X et comptées. Les cellules sont
ensuite aliquotées par 10° (autant de tubes que de transfections a réaliser), puis & nouveau
centrifugées. Les culots de cellules C2C12 sont resuspendus dans 100uL de solution
nucleofector Kit V et 2ug de plasmide purifié sont ajoutés. Le tout est transféré dans une
cuvette stérile de nucléoporation, ensuite placée dans 1’appareil Amaxa. Le programme utilisé
est le B-32. Les cellules nucléoporées sont reprises dans 1mL de milieu de culture complet a
37°C, puis remises en culture dans des flasques de 25cm’. Vingt-quatre heures aprés
nucléoporation, le milieu de culture est remplacé aprés aspiration par du milieu de
différenciation (identique a celui utilisé pour la différenciation des cellules de culture primaire

bovines).
Dosage des ARN

La qualité et la quantité des ARN totaux extraits des cellules C2C12 sont contrdlées
grace a la méthode développée par Agilent technologies (Massy, France). 1pL des
¢chantillons d’ARN extraits avec le RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Les Ulis, France) sont
déposés sur une puce Agilent RNA 6000 Nano LabChip et analysés avec un Agilent 2100

Bioanalyzer.
RT-PCR semi-quantitative en temps réel

Apres dosage des ARN totaux correspondant a chaque point des cinétiques de
différenciation des cellules C2C12, 10pg d’ARN sont rétro-transcrits grace a ’utilisation du
kit « High capacity cDNA Archive Kit » (Applied Biosystems, Norwalk, USA). Pour la PCR
semi-quantitative, 2ng d’ADNc sont utilisés par point, additionnés de 10uL de tampon

TagMan, 1uL de la sonde complémentaire au transcrit dont on souhaite étudier 1I’expression et
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8,8 uL d’eau; tous les points sont réalisés en triplicat. La PCR est exécutée par I’appareil
Applied Biosystems 7900HT : Fast real time PCR System (plaque 96(384)~1h30/PCR). Lors
de la PCR en temps réel, les étapes d’amplification sont les mémes que lors de la PCR
classique, c’est a dire, dénaturation, hybridation et élongation. L’émission de la fluorescence a
chaque cycle, induite par la libération du « Reporter » par la polymérase, permet de détecter et
visualiser les amplicons. L’analyse de la courbe d’amplification va permettre de déterminer la
quantit¢ de cibles présentes en début de réaction. La ligne de seuil est positionnée
manuellement au-dessus du bruit de fond et au niveau de la phase exponentielle.
L’intersection de la courbe d’amplification et de la ligne de seuil désigne un cycle ou Ct
(Threshold Cycle) par projection sur I’axe des abscisses (Fig.74.). Le Ct est inversement
proportionnel au nombre de cibles amplifiées initialement présentes dans le milieu
réactionnel. Ainsi, deux échantillons ayant un nombre de copies différents auront 2 Ct

différents.

Cota i3 Citm

Ligne senil

Pt

Figure 74 : Représentation d’une amplification par PCR en temps réel, d’un fragment d’ADN

sur une échelle logarithmique.
L’axe des abscisses correspond au nombre de cycles (Ct) et ’axe des ordonnées a I’augmentation de la
fluorescence (Delta Rn), directement proportionnelle a la quantité de produit amplifié.

L’un des intéréts de la PCR en temps réel est le contrdle du rendement
d’amplification. Théoriquement, pour un rendement de 100%, le nombre de copies de la
séquence cible double a chaque cycle. Cependant, il est rare d’obtenir un tel rendement. Ainsi,

une relation permet d’obtenir le nombre de copies (Xn) a un cycle donné (n) a partir d’un
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nombre de copies initiales (X0) en tenant compte du rendement (R). Xn= X0 x (1+R)n, R
étant compris entre 0 et 1. Deux types de quantification sont réalisables en PCR quantitative.
La quantification absolue, exprimée en nombre de copies, consiste a mesurer la quantité de
cible par rapport a des étalons dont le nombre de copies est connue. L’autre méthode (utilisée
dans notre étude) est appelée quantification relative (ou PCR semi-quantitative) et consiste a
mettre en relation le nombre de copies de la cible avec le nombre de copies d’un autre geéne
utilisé comme calibrateur. Dans notre étude, cette normalisation des résultats est effectuée
grace a I’utilisation pour chacun des échantillons, d’une sonde complémentaire a I’ARN 18S.
Les résultats finaux, calculés par le logiciel SDS 2.2.2 (Applied Biosystems), sont donnés en

quantité relative (QR) d’ARN cible présent dans 1’échantillon.

Les numéros d’acces des sondes Applied Biosstems que nous avons utilisées sont :
Pofutl : Mm00475567 ml; MyoD : Mm00440387 ml; Myf5: MmO00435125 ml; MRF4
(Myf6) : Mm00435126_ml; Myogénine : Mm00446194 ml; CD34 : Mm00519283 ml. Le

rapporteur utilisé est la 6-carboxyfluorescéine (FAM).
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L’équipe « Glycogénome » de I’Unité de Génétique Moléculaire Animale (UMR 1061
INRA-Universit¢ de Limoges), dans laquelle j’ai effectué mon doctorat, s’intéresse
notamment aux rdles potentiels joués par les glycoconjugués au cours de la prolifération et de

la différenciation de cellules musculaires.

Plusieurs données bibliographiques récentes soulignent I’importance fonctionnelle des
protéoglycanes et des glycoprotéines dans la myogenese et la physiologie du muscle
squelettique. Par exemple, les récepteurs Notch qui sont des glycoprotéines impliquées dans
I’initiation et la modulation des voies de différenciation embryonnaire, participent a la
différenciation, in vitro, des cellules myoblastiques murines de la lignée C2C12. De plus, de
nombreuses études démontrent que les cascades de signalisations intracellulaires déclanchées
par ’interaction des récepteurs Notch avec leurs ligands, sont dépendantes de leurs états de O-

fucosylation (Okajima, 2003).

L’objectif de mon travail de thése a consisté, a caractériser les O-fucosyltransférases
bovines a I’échelle des genes (Pofutl et Pofut2), de leurs transcrits, et des protéines qu’ils
codent, a étudier I’évolution des O-fucosyltransférases au niveau du régne Animal, et a
appréhender le réle potentiellement joué par 1’enzyme O-fucosyltransférase 1, au cours de la

différenciation in vitro de cellules myoblastiques.

Ces travaux de thése m’ont conduit, dans un premier temps, a 1’établissement des
structures des génes Pofutl et Pofut? bovins, a la caractérisation de cinq variants
transcriptionnels pour chacun des deux geénes et a la détermination de leurs expressions
tissulaires. Suite a cette étude, les enzymes bovines Pofutl et Pofut2 ont été caractérisées et

leurs expressions spatio-temporelles définies.
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La structure du geéne Pofutl bovin, localisé sur le chromosome 13, comporte au moins
10 exons répartis sur au moins 39,4 Kb, alors que les génes homologues humain et murin
comportent respectivement 8 et 7 exons, répartis sur au moins 30,8 et 24,5 Kb. La structure du
gene Pofut2 bovin, dont la localisation chromosomique est encore indéterminée, comporte au
moins 9 exons, répartis sur au moins 13,9 Kb. Le géne homologue murin qui comporte le
méme nombre d’exons s’étend sur 10,3 Kb, alors que le géne humain constitué¢ de 10 exons
est long de plus de 24 Kb. Si on ne tient compte que des exons codant les formes actives de
Pofutl et Pofut2, le découpage exon/intron est conservé chez toutes les espéces de Vertébrés
¢tudiées a ce jour. La présence des génes Pofutl et Pofut2, en une seule copie, dans les
génomes d’un trés grand nombre d’especes (Vertébrés et Invertébrés) suggeére un role
fondamental de la O-fucosylation. Une étude phylogénétique, sur des séquences complétes de
Pofut appartenant a des espéces recouvrant une diversité significative du monde Animal,
révele que les génes ancestraux Pofutl et Pofut? étaient trés probablement des génes
morcelés, déja présents chez I’ancétre des Bilatériens. Pour les deux genes, les positions
introniques les plus conservées sont situées en 5’ du geéne (position de ’intron 1 pour Pofutl
et positions des introns 2 et 3 pour Pofut2). Ce résultat n’est pas surprenant. En effet, les
régions régulatrices d’un géne ne sont pas seulement situées dans la région promotrice en
5’UTR, on trouve fréquemment des sites de fixation a de nombreux facteurs de régulation de
I’expression génique dans les premiers introns d’un geéne, spécialement dans I’intron 1 (Hu et
Leung, 2006). 1l est donc logique que de la position de tels introns soit conservée au cours de

I’évolution.

Dans les tissus bovins adultes analysés, seul un variant transcriptionnel de Pofutl
(Pofutla) et quatre des variants de Pofut? (Pofut2a, b, d et e) sont présents de facon
ubiquitaire. La répartition des variants de Pofutl est plus large dans les tissus embryonnaires,
ce qui suggere que leur role potentiel est plus important a un stade du développement ou les
récepteurs de la famille Notch sont trés actifs (Shi et Stanley, 2006). Parmi tous les variants
transcriptionnels mis en évidence, seuls les variants Pofutla et Pofut2a codent des protéines
ayant des activités O-fucosyltransférases (I’activité de Pofut2B n’étant pas significative in
vitro). Des analyses par western blot de 1’expression des protéines Pofut, dans 13 tissus
adultes et 8 tissus provenant d’embryons bovins, révelent la présence des protéines codées par
ces deux variants dans tous les tissus a I’exception des muscles squelettiques adultes. En effet,
I’anticorps anti-Pofutl n’y révéle qu’une protéine d’environ 32 KDa (et 36 KDa pour

I’onglet) contre 45 KDa pour la forme active Pofutl A diglycosylée. Cette protéine de faible
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masse moléculaire ne résulte pas de la traduction de I’un des variants transcriptionnels mis en
évidence et serait sans doute le résultat d’un clivage protéolytique spécifique des tissus
musculaires. Tout comme pour Pofutl, la forme active de I’enzyme Pofut2 est absente des
muscles squelettiques adultes. Dans ces tissus, 1’anticorps anti-Pofut2 détecte une forme de
trés haute masse moléculaire, environ 100 KDa, comparée a la protéine Pofut2A active
triglycosylée (~50 KDa). Ce marquage, qui ne peut correspondre a la traduction d’aucun des
variants transcriptionnels caractérisés, est sans doute le résultat d’associations protéiques
résistantes aux conditions dénaturantes de 1’¢lectrophorése. Les marquages anti-Pofutl et anti-
Pofut2 donnent des résultats similaires en utilisant des tissus d’autres espéces (souris et porc).
Les spécificités des anticorps étant affirmées, il devient intéressant d’identifier les protéines
révélées dans les muscles squelettiques adultes. Les expériences d’immunoprécipitation
réalisées avec l’anticorps anti-Pofutl sur des extraits protéiques de lysats cellulaires de
muscles bovins n’ont donné, pour I’instant, aucun résultat, sans doute di a la faible expression
de ces protéines. Il devient dans ces conditions nécessaire de mettre au point une technique
d’extraction protéique qui exclut les protéines contractiles, ce qui a terme favorise
I’interaction des anticorps avec leurs cibles. De plus, jusqu'a présent, les expériences
d’immunoprécipitation ont été effectuées avec des anticorps (anti-Pofutl) en suspension. La
construction de colonnes de chromatographie d’affinité avec les anticorps polyclonaux anti-
Pofutl et anti-Pofut2 greffés doit €tre envisagée pour améliorer I’immunoprécipitation. Les
protéines ainsi purifiées devront étre séparées par électrophorése sur un gel dénaturant a 1 ou

2 dimensions, puis identifiées grace a une analyse en spectrométrie de masse.

Les variants transcriptionnels, Pofutlb a Pofutle et Pofut2b a Pofut2e, ne sont pas
homologues a ceux décrits chez d’autres especes Animales. Ils ont ¢ét¢ mis en €vidence de
fagon indépendante a la suite de différentes expériences de RT-PCR, effectuées sur plusieurs
tissus provenant de trois adultes et trois embryons bovins de race Charolaise. On peut donc
penser qu’ils ne résultent pas d’artéfacts de manipulation. Ces transcrits, qui ne semblent pas
étre traduits in vivo pourraient avoir des réles importants au sein des cellules. En effet, il est
désormais connu que plusieurs types d’ARN (ARN, ARNt, ARNr) ne codent pas pour des
protéines, ce sont les ARN non codants ou ARNnc (Eddy, 2001). Plusieurs formes d’ARNnc
ont ét¢ récemment découvertes sans pour autant que leurs roles ne soient déterminés. Ils
pourraient, par exemple, participer a la régulation du niveau d’expression des protéines

codées par les genes a partir desquels ils sont transcrits (Larreau ef al., 2004).
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L’enzyme Pofutl bovine posséde deux sites de N-glycosylation : le premier N est
conserve chez tous les Bilatériens (sauf chez les Nématodes C. elegans, C. briggsae et S. ratti,

et un Insecte H. coagulata); le second N'®

n’est présent que chez les Mammiferes et 1’ Insecte
B. mori. Dans une premicre étape, nous nous sommes attachés a montrer que 1’enzyme bovine
¢tait bien diglycosylée. Puis, par des expériences de mutagenese dirigée, nous avons montré
que si I’occupation du deuxiéme site de N-glycosylation ne semble pas indispensable au
maintien de Dactivité enzymatique, le premier N-glycane est absolument nécessaire au
repliement correct de la protéine. En effet, sans le premier site de N-glycosylation, I’enzyme
Pofutl est mal conformée et s’agrége dans le RE. Etant donné la conservation de ce premier
site de N-glycosylation chez pratiquement toutes les especes étudiées jusqu’a présent et la
mauvaise conformation de 1’enzyme dépourvue de ce N-glycane, il n’est pas étonnant que
celle-ci ait perdu toute activité enzymatique. D’autres expériences de mutagenese dirigée sur
des acides aminés conservés entre les especes, comme par exemple, ceux inclus dans les

motifs I, IT et III sont envisagées au laboratoire et pourront compléter les données sur la

relation structure/fonction de la O-fucosyltransférase 1.

Plus récemment, nous avons commencé un travail visant a appréhender le rdle
potentiel de I’enzyme Pofutl au cours de la différenciation in vitro de cellules myoblastiques.
Pour ceci, deux voies de recherche ont été engagées simultanément. D’une part, nous avons
mis en place au laboratoire une culture primaire de myoblastes bovins. Il a donc fallu mettre
au point et maitriser les différentes étapes techniques comme le prélévement du tissu
musculaire d’embryons, 1’isolement, la culture, le tri et la différenciation des myoblastes.
D’autre part, nous avons débuté une étude similaire sur les cellules de la lignée myoblastique
murine C2C12. Le but d’un tel dispositif est de mettre en évidence les répercussions d’une
surexpression ou d’une inhibition de I’expression du gene Pofutl sur la différenciation in vitro
de myoblastes en myotubes. Ces études reposent sur la transfection des cellules avec un
vecteur d’expression eucaryote permettant la surexpression transitoire de 1’enzyme Pofutl
(bovine ou murine selon 1’origine des myoblastes) ou avec un vecteur de ShARNA permettant
la dégradation des transcrits Pofutl. Elles nécessitent la mise en place de cinétiques de
différenciation de cellules transfectées et non transfectées. Des expériences de RT-PCR semi-
quantitative et de western blot permettent d’analyser les niveaux d’expression des transcrits et
des protéines, pour Pofutl et pour des marqueurs myogéniques, en 1’occurrence les principaux
membres de la famille de facteurs de transcription & domaine bHLH (Myf5, MyoD, Myogénine
et MRF4).
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Etant donné les nombreuses difficultés rencontrées pour transfecter efficacement les
cellules bovines en culture primaire, leur utilisation a été retardée. Ainsi, nous avons décidé
d’opérer les modulations d’expression de Pofutl sur la lignée cellulaire murine. Ce volet de
recherche se poursuit a I’heure actuelle au sein de notre équipe. La transfection des cellules
C2C12 avec un vecteur de surexpression contenant ’ORF du géne murin Pofutl, semble
entrainer un retard dans le processus de différenciation myogénique. En effet, durant les 72
premiéres heures apreés induction de la différenciation, les profils d’expression des facteurs
bHLH dans les cellules surexprimant Pofutl sont retardés par rapport aux cellules témoins.
Quand I’expression de Pofutl revient a un niveau basal, ces facteurs sont de nouveau
exprimés et ce, de fagon beaucoup plus importante que dans des cellules témoins. Ces
résultats peuvent étre rapprochés de ce qui est connu a I’heure actuelle du réle des récepteurs
Notch. En effet, nous savons que les interactions entre Notch et ses ligands ayant lieu dans la
matrice extracellulaire sont modulées par leur état de O-fucosylation. Au cours de la
myogenese, le récepteur Notch a pour fonction principale de maintenir un pool de cellules
dans un état indifférencié. Il est donc envisageable qu’une surexpression de Pofutl dans les
myoblastes provoque une hyper-activation du récepteur Notch, empéchant ainsi les cellules
transfectées de se différencier. Quand le niveau d’expression de Pofutl retrouve son niveau
basal, les cellules sont de nouveau engagées dans une voie de différenciation myogénique et
expriment de fortes quantités de facteurs bHLH, afin de fusionner avec les myotubes
préexistants. Ceci est en accord avec les niveaux d’expression des transcrits CD34. En effet,
les cellules transfectées expriment plus longtemps ce marqueur, en relation avec le maintien

de I'état non fusionné des myoblastes.

Des expériences complémentaires sont évidemment nécessaires pour enrichir ces
résultats. Ainsi, il est envisagé de vérifier par western blot le niveau d’expression de la
protéine Pofutl au cours des cinétiques de différenciation. De méme, il serait prudent de
confirmer, a 1’aide d’anticorps commerciaux dirigés contre les facteurs bHLH, les différences

d’expression constatées au niveau transcriptionnel.

La O-fucosylation n’est pas la seule modification post-traductionnelle qui jouerait
potentiellement un réle dan la différenciation de cellules musculaires. Ainsi, deux autres

approches dites « globales » sont actuellement développées au sein de 1’équipe.
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> La premiére consiste a étudier I’expression des principaux geénes de la glycosylation au
cours de la différenciation des cellules musculaires de la lignée murine C2C12. Cette
approche repose sur la mise en place et 1’utilisation de la technologie TagMAn Low Density
micro-Array (TLDA), qui autorise I’analyse simultanée par PCR en temps réel, des niveaux
d’expression de plusieurs centaines de génes de la glycosylation. Cette analyse permettra de
déterminer les principaux genes qui influencent le déroulement du programme myogénique
chez la souris. Sur les 375 genes de la glycosylation analysés (ce qui représente une analyse
transcriptomique de plus de 70% du "glycogénome"), les ¥ environ sont exprimés et 17%
présentent des variations (d'un facteur supérieur ou égal a 4) de leurs quantités de transcrits au
cours de la cinétique de différenciation. Quand les cellules C2C12 surexpriment Pofutl, 40
genes de la glycosylation ont une expression différente par rapport a celle observée dans les
cellules témoins. Les génes exprimés différemment correspondraient a des génes dont la
régulation pourrait étre dépendante d’un réseau moléculaire incluant potentiellement I’enzyme

Pofutl.

> La deuxieme, qui repose €galement sur la technologie TLDA consiste en I’étude des
niveaux d’expression de génes codant des protéines O-fucosylables (Notch et ses ligands,
Cripto, etc.), des protéines impliquées dans les voies de signalisation de Notch (CBF1), les
glycosyltransférases impliquées dans 1’¢élongation du O-fucose li¢ (Fringes, [34-
galactosyltransférase 1) ou encore des protéines intervenant dans la régulation de la
myogenese (Wnts, BMP, TGFp). Cette étude, conduite en parallele sur les cellules

surexprimant Pofutl et les cellules témoins est actuellement en cours.

Jusqu’ici, c’est I’analyse des conséquences de la surexpression de Pofutl que nous avons
entrepris. Des études similaires ou le géne Pofutl est sous-exprimé débuteront prochainement.
Des tests préliminaires avec le vecteur de shRNA dont nous disposons montrent que celui-ci
est fonctionnel puisque 24 heures aprés transfection des cellules C2C12, 1’expression des

transcrits Pofutl est diminuée d’un facteur 3 par rapport a celle des cellules non transfectées.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail de thése apportent de nouvelles
connaissances sur la O-fucosylation en général et sur les génes de O-fucosyltransférases en
particulier. Une étude préliminaire a par ailleurs ouvert une nouvelle voie de recherche visant
a comprendre le réle de I’enzyme Pofutl, au cours d’un processus développemental

complexe, la Myogenese.
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Nouveau chapitre de /a thése : Place et enjeux de la these

1 Place et enjeux de la these

Il y a deux criteres majeurs dans la sélection de races bovines destinées a la
consommation, la qualité¢ de leur viande et la quantité de muscle. Tous les consommateurs de
viande savent en apprécier la qualité. Celle-ci est une propriété globale résultant de
critéres tels que tendreté, jutosité, teneur en gras intramusculaire, saveur et couleur du muscle.
Pour des raisons de productivité, les €leveurs de bovins allaitants sont amenés a sélectionner
génétiquement les animaux ayant une forte musculature, une caractéristique qui se décide des
les premicres semaines de la vie, et qui fait appel a des mécanismes complexes gouvernant la

différenciation et la croissance du tissu musculaire.

Au cours du développement embryonnaire des Vertébrés, certaines cellules dites
somitiques vont se différencier en cellules musculaires, c'est-a-dire en myoblastes puis en
myotubes. Cette différenciation se fait grice a l'influence des cellules avoisinantes qui
émettent ou portent a leur surface des protéines. Celles-ci vont spécifier aux cellules en
différenciation, elles-mémes porteuses de protéines dites réceptrices, I’évolution qu’elles
doivent suivre. La myogenese ou différenciation des cellules musculaires est un processus
hautement régulé. Dans le cadre d’un travail sur les animaux d’élevage destinés a la
consommation, la compréhension de ces mécanismes de régulation est essentielle, puisqu’ils
conditionnent le nombre et la taille des myotubes, donc la masse musculaire des animaux. Les
interactions protéiques au sein de la matrice extra-cellulaire sont souvent modulées par les
modifications post-traductionnelles des protéines et, entre autres, par leur état de
glycosylation. Dans les interactions protéiques déclenchant les voies de signalisation
myogénique, le O-fucose joue un roéle majeur. La O-fucosylation est un processus qui consiste
a greffer un fucose sur un résidu séryl ou thréonyl compris dans des motifs peptidiques
consensus. Le fucose peut rester seul ou étre allongé en oligosaccharide par d’autres enzymes

de la glycosylation.
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Dans le cadre de ma thése, je m’intéresse aux genes codant les enzymes responsables
de la O-fucosylation chez le bovin, pofutl et pofut2. D’un point de vue fondamental, je
m’efforce de comprendre comment fonctionnent ces geénes dans la cellule, et plus
particuliérement dans la cellule musculaire. L’identification et la caractérisation de ces deux
genes chez le bovin, ainsi que la compréhension de leur role au cours de la différenciation de
cellules musculaires en culture, permettraient de mettre en corrélation O-fucosylation et
masse musculaire et donc a terme, une sélection génétique des bovins pour une meilleure
maitrise de la quantité¢ de viande. Il faudra évidemment de nombreuses années pour arriver a
de tels résultats; mon travail ne représente que les prémices du projet. Je peux néanmoins
esquisser quelques conséquences indésirables d’une telle sélection génétique. En effet, une
hypermusculature pourrait étre accompagnée d’une moins bonne qualité de la viande et d’une
quantité de gras insuffisante pour garder ses propriétés (conservation, cuisson, goit). Une
autre étudiante du laboratoire s’efforce d’ailleurs de comprendre les mécanismes conduisant a
la présence, plus ou moins importante, de gras dans le muscle chez différentes races bovines.
En fonction des pays, les gens ne consomment pas le méme type de viande. En effet, au japon
par exemple, on la consomme extrémement grasse. La viande de bovins hypermusclés ne
pourra donc pas étre exportée dans n’importe quels pays; il faudra éventuellement effectuer

une ¢tude de marché avant d’envisager une commercialisation a grande échelle.

La O-fucosylation est depuis quelques années un sujet prisé internationalement. Par
exemple, plusieurs équipes américaines travaillent sur la caractérisation des genes
responsables de cette fonction, chez ’Homme, la souris ou encore la drosophile. Ainsi, elles
ont pu montrer que le géne pofutl était absolument nécessaire au développement d’un
embryon de souris. En effet, si on supprime ce gene, I’embryon meurt au milieu de la
gestation avec de nombreux problémes développementaux touchant a la fois les tissus
cardiaques, nerveux et musculaires. Néanmoins, ces équipes n’effectuent pas des études
identiques aux miennes puisqu’elles s’appliquent surtout a comprendre de fagon globale le
role de la O-fucosylation et surtout son éventuelle intervention dans certaines pathologies. Au
cours de congres internationaux, j’ai pu discuter avec les directeurs de ces grands laboratoires
et établir plusieurs collaborations qu’il m’a fallu gérer. J’ai pu échanger avec ces personnes du
matériel biologique nécessaire a nos études respectives. Il faut, dans ce genre de cas, se tenir
au courant mutuellement de I’avancement des travaux et savoir partager ses résultats

expérimentaux.
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J’ai réalisé ma these au sein de ’'UMR 1061 INRA/Université de Limoges sur le site
de la Faculté des Sciences et Techniques. Cette Unité de Génétique Moléculaire Animale est
constituée de trois équipes : I’équipe « Génomique et tragabilité », I’équipe « Génomique et
muscle » et I’équipe « Glycogénome ». Mon travail s’inscrit dans le cadre de cette derniére
équipe. Plusieurs critéres ont motivé mon choix d’effectuer ma thése au sein de ce laboratoire.
Le fait de travailler sur la O-fucosylation a suscité mon intérét, puis apres avoir fait une étude
bibliographique importante, j’ai largement participé avec mes directeurs de thése a
I’¢laboration du sujet. Le laboratoire, étant associ¢ a I'INRA, offre, outre un support
scientifique évident, des équipements nombreux permettant des apprentissages techniques
divers. De plus, I’équipe glycogénome fait partie d’'un groupement national de recherche sur
les glycosyltransférases, le G3 rattaché au CNRS, qui se réunit deux fois par an, ce qui facilite

les échanges entre chercheurs et par la méme, les collaborations.

233



234
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2 Gestion du projet et moyens mis en ceuvre

A mon arrivée en thése, la thématique dans laquelle s’intégrait mon sujet débutait.
Apres avoir réalisé une importante étude bibliographique, nous avons mis en place un sujet
bien défini. Une allocation MRT, des vacations en enseignement ainsi qu’un emploi d’ATER
(Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche) au sein de la Faculté des Sciences et

Techniques m’ont permis d’étre financée durant quatre années.

Mon groupe de projet se constituait de mes directeurs de thése M. Maftah

Abderrahman, professeur de 1'Université de Limoges et M

Germot Agnes, Maitre de
conférences de 1’Université de Limoges. J’ai également bénéficié de 1’aide précieuse de M.
Dupuy Fabrice, maitre de conférences de I’Université de Limoges. Ce groupe se réunissait
régulierement pour organiser, réorienter le projet mais également me conseiller a tous points
de vue lorsque je le sollicitais. J’ai également pu bénéficier de 1’aide technique plus

ponctuelle d’une technicienne, de deux ingénieurs ainsi que de celle des autres membres du

laboratoire.

Etant doctorante au sein d’une unité mixte de recherche INRA, j’ai bénéfici¢ de
I’appui d’un comité de thése constitu¢ de chercheurs d’horizons divers, chargé de suivre
I’évolution de mes travaux et me conseiller lors de nos rencontres annuelles. Plusieurs fois par
an, j’ai présenté mon travail a tous les membres du laboratoire ainsi que lors de différents
congres et séminaires ce qui m’a permis d’acquérir une aisance certaine en communication

orale.

Le matériel utilisé a été principalement financé par I'INRA, I’Université de Limoges
et le Conseil Régional du Limousin. J’ai pu disposer de I’ensemble des moyens techniques du
laboratoire pour mener a bien mon projet. Cependant, aucun achat, s’il était justifié¢, ne m’a
¢été refusé. Le tableau ci-dessous récapitule les dépenses directement associées a mon projet

de thése.
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Catégorie Dépenses

Bourse et Salaires (et primes
d’enseignements) S0000€
Encadrants 40 000 €
Ressources Humaines | Permanents du laboratoire 10 000 €
Administration 600 €
Ecole doctorale 800 €
Sous-total 131 400 €
Consommables 45000 €
Matériels Equipements 4000 €
Sous-total 49 000 €
Amortissement des locaux et aménagement | 15 000 €
Infrastructures Frais d’entretien logistique et maintenance 5000 €
Sous-total 20 000 €
Sous-traitance Cytométrie en flux 3000 €
Documentation 1000 €
Déplacements 3000 €
Total 207 400 €

Le colt de ma these s’¢éleve a pres de 207 400 €.

236



Nouveau chapitre de la these : Compétences développées dans le cadre du projet

3 Competences developpées dans le cadre du projet

Au cours de mon doctorat, j’ai développé de nombreuses compétences scientifiques et
techniques. D’autre part, j’ai vu ma personnalité évoluer considérablement pendant ces quatre
années. En effet, la thése ne permet pas seulement 1’acquisition de compétences strictement

professionnelles mais aboutit trés slirement au développement individuel.

D’un point de vue scientifique, je me suis complétement appropriée le sujet, en
acquérant une compléte autonomie pour le mener a son terme. J’ai appris a organiser mon
travail et a gérer le temps dont je disposais pour mener a bien mon projet. Mes encadrants
m’ont toujours accordé leur confiance pour la gestion du matériel dont j’avais besoin. D’un
point de vue technique, j’ai développé de larges compétences dans le domaine de la génétique

et de la biologie moléculaire et cellulaire.

Les nombreuses rencontres avec mon groupe de projet m’ont permis d’apprendre a
organiser et a conduire une réunion. Ces années m’ont amené & améliorer ma connaissance
des outils informatiques en général, ma capacité rédactionnelle, mon esprit d’analyse et de
synthése mais aussi mon esprit critique. Ma participation a des congrés nationaux et
internationaux a révélé, au cours de communications écrites ou orales, une réelle éloquence en

francais comme en anglais.

Tout au long de mon doctorat, le travail en équipe fut d’'une importance capitale. J’ai
largement participé a I’encadrement de plusieurs stagiaires de licence et de maitrise, deux
¢tudiantes en Master recherche et un doctorant arrivé dans I’équipe durant ma derniére année
de these. L’enseignement que j’ai effectué a la Faculté des Sciences et Techniques de
Limoges en tant que vacataire puis ATER a considérablement développé mes qualités
pédagogiques et mon aptitude a étre le leader d’un groupe de travail. Ce fut une expérience
extrémement enrichissante notamment lorsque j’eus [’occasion d’enseigner dans des

domaines peu familiers.
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La participation a de nombreuses formations dispensées grace a 1’école doctorale
(sensibilisation a I’économie d’entreprise INECO, management de groupe, conduite de
réunion, conduite de projet, premiers secours, semaine intensive d’anglais, TOIEC) m’a fait

découvrir d’autres domaines et a enrichi mes connaissances et compétences.
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4 Evaluation des retombées de la these

Durant la conduite de ce projet, j’ai développé diverses compétences techniques et
scientifiques qui me permettront de poursuivre ma carriere dans le monde de la recherche. De
plus, durant ma these, j’ai pu mettre au point des techniques d’isolement et de culture de
cellules musculaires bovines. Celles-ci pourront servir a d’autres membres du laboratoire,
¢tudiants ou permanents, pour étudier d’autres genes impliqués dans les processus
myogéniques. J’ai aussi di créer des outils nécessaires a mon travail, comme par exemple des
anticorps dirigés contre les protéines auxquelles je me suis intéressée. Ces anticorps pourront
étre utilisés par les étudiants qui prendront la suite de ce projet. Les collaborations que j’ai
¢établies avec les directeurs de laboratoires aux USA continueront aprés mon départ et

contribueront, je I’espére, a des progres significatifs dans le domaine de la O-fucosylation.

Mon travail aura permis de faire un état des lieux des connaissances sur ce sujet. De
plus, la O-fucosylation s’exerce sur des protéines dont le role est fondamental au cours du
développement embryonnaire et dont le dysfonctionnement entraine de nombreuses
pathologies. Une meilleure compréhension de ces mécanismes chez le bovin, permettrait

I’ouverture de nouvelles pistes de recherche chez ’Homme.
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5 Conclusion

Je considére que les doctorants d’aujourd’hui plus que ceux d’hier doivent attacher
une importance particuliere a préciser tout au long de leur thése leur projet professionnel et a
privilégier leur ouverture d’esprit. C’est ce que je me suis attachée a faire tout au long de ces
années. Pour moi, la thése est a la fois une expérience professionnelle et une formation offrant
un éventail assez large de possibilités. Personnellement, j’ai choisi de continuer dans le
monde de la recherche, par la réalisation d’un stage post-doctoral. Ayant réalisé toutes mes
¢tudes a Limoges, je pense qu’il est important que je finalise mon expérience dans un
environnement différent afin de parfaire mes compétences et d’en découvrir de nouvelles.
Tout ceci apportera également une valeur supplémentaire a mon projet professionnel. Par la
suite, je souhaiterais intégrer le monde de la recherche publique ou privée. Dans tous les cas,
mon objectif premier est d’évoluer dans un domaine professionnel passionnant avec tous les
moyens humains, techniques et financiers nécessaires a la valorisation globale de tout

individu.
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Les O-fucosyltransférases. Caractérisation des enzymes bovines et étude préliminaire du role de
Pofutl murine dans la différenciation de la cellule musculaire.

La O-fucosylation est 1’ajout d’un fucose sur un résidu sérine ou thréonine compris dans deux types de
domaines peptidiques, les EGF et les TSR. Cette modification post-traductionnelle dépend de deux enzymes, Pofutl
pour les EGF et Pofut2 pour les TSR. Nous avons étudié 1’évolution des génes Pofutl et Pofut2, et avons démontré
que ces geénes présents en un seul exemplaire, existaient déja chez l'ancétre des Bilatériens voire des Métazoaires,
probablement sous forme morcelée. Une situation originale existe pour Pofut2, retrouvé chez un groupe de
Protozoaires, les Apicomplexés. La structure des deux geénes chez le bovin et leur expression tissulaire ont été établies.
Nous trouvons une situation inédite puisqu'il existe pour chacun d’entre eux, cinq variants transcriptionnels dont un
seul code I'enzyme active, différemment exprimés selon les tissus bovins. Les enzymes Pofutl et Pofut2 actives
seraient présentes dans tous les tissus analysés, a 1’exception notable des muscles squelettiques de I'adulte ou des
formes atypiques sont présentes. Les autres variants transcriptionnels, la plupart tronqués, auraient un role dans la
régulation du taux d'expression des genes. Pofutl est la premiére fucosyltransférase a avoir été identifiée comme
résidente du réticulum endoplasmique. D'un point de vue fonctionnel, nous avons démontré chez le bovin que cette
glycosyltransférase, porteuse de deux N-glycanes vraisemblablement de type oligomannosidique, était correctement
repliée et donc douée d'une activité enzymatique, a condition que son premier site de N-glycosylation soit occupé.
L’activité des récepteurs Notch et de leurs ligands présents a la surface de nombreuses cellules est modulée par 1’état
de O-fucosylation de leurs domaines EGF. Etant donnée I’implication de ces récepteurs dans la régulation de la
myogenese, la O-fucosylation doit y contribuer tout autant. Ainsi, nous avons débuté une étude des répercussions
d’une modulation de I’expression de Pofutl sur la différenciation de cellules primaires myoblastiques bovines et de
cellules murines de la lignée C2C12. Nous montrons que la surexpression transitoire de 1’enzyme Pofutl murine
retarde 1’expression des facteurs de transcription myogéniques de la famille bHLH: Myf5, MyoD, Myogénine et
MRF4. Ces résultats, encore préliminaires, ouvrent de nouvelles et passionnantes perspectives d’analyse de I’influence
des O-fucosyltransférases au cours du processus de myogenese.

Mots clés: O-fucosylation, organisation génomique, variants transcriptionnels, phylogénie, activité O-fucosyltransférase,
myogenese, bovin

The O-fucosyltransferases. Characterisation of the bovine enzymes and preliminary study of murine
Pofutl role in the differentiation of muscular cell.

O-fucosylation is the addition of a fucose on serine or threonine comprised in two types of peptidic domains,
EGF and TSR. This post-translational modification depends on two enzymes. Pofutl is responsible for O-fucosylation
of EGF repeats, whereas Pofut2 adds fucose on TSR. We studied the evolution of Pofut/ and Pofut? genes and
demonstrated that these genes, present in a single copy, already existed in the ancestor of Bilaterians, or even
Metazoans, probably in polyexonic form. An original situation exists for Pofut2, recovered in a group of Protozoans,
the Apicomplexa. Structures of the two bovine genes and their tissular expression have been established. We find an
original situation since it exists for each of them, five transcript variants of which only one encodes the active enzyme,
differently expressed among bovine tissues. The Pofutl and Pofut2 active enzymes would be present in all analyzed
tissues, except for adult skeletal muscles where atypical forms are present. The other transcript variants, more or less
truncated probably play a role in regulating the expression level of these genes. Pofutl is the first fucosyltransferase to
have been identified as an endoplasmic reticulum resident. Functionally, we demonstrated for the bovine that this
glycosyltransferase, bearing two N-glycans probably of oligomannosidic type, was correctly folded and therefore
possessed an enzymatic activity, provided its first site of N-glycosylation is occupied. The activity of the Notch
receptors and their ligands, present at the surface of numerous cells, is modulated by the state of O-fucosylation of
their EGF domains. Considering the implication of these receptors in the regulation of myogenesis, O-fucosylation
must contribute all as much there. Thus, we started a study of the repercussions of a modulation of Pofutl expression
on the differentiation of bovine primary muscular cells and murine cells of the C2C12 lineage. We show that the
transient surexpression of the murine Pofutl enzyme delays the expression of myogenic transcription factors
belonging to bHLH family: Myf5, MyoD, Myogenine and MRF4. These preliminary results open new and exciting
perspectives of analysing the influence of O-fucosyltransferases during the complex process of myogenesis.

Key words : O-fucosylation, genomic organisation, transcript variants, phylogeny, O-fucosyltransferase activity, myogenesis,
cattle



